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Lesões no Sistema Nervoso causam rearranjo sináptico às redes neurais afetadas, 
com as células da glia atuando diretamente nesse processo. Dadas as diferenças 
interindividuais, o potencial neurorregenerativo varia entre pacientes, sendo 
possivelmente influenciado por aspectos intrínsecos do sistema nervoso. 
Similarmente, em modelos animais, o potencial regenerativo também varia de 
acordo com a linhagem em estudo. Nesse sentido, camundongos C57BL/6J 
apresentam maior dificuldade em recuperar danos axonais, comparativamente à 
linhagem A/J. Tal atraso no processo de regeneração está relacionado à 
plasticidade sináptica central e ao microambiente periférico, envolvendo diferentes 
moléculas, como as do complexo principal de histocompatibilidade de classe I (MHC-
I), que atuam na manutenção de sinapses inibitórias e, possivelmente, um de seus 
ligantes, o receptor pareado semelhante à imunoglobulina B (PirB). Tendo isso em 
vista, avaliamos, temporalmente, a reatividade glial e a expressão de MHC-I e PirB 
na medula espinal de camundongos C57BL/6J e A/J após o esmagamento do nervo 
isquiático, bem como a expressão gênica de componentes da cascata de sinalização 
intracelular de PirB em motoneurônios, no momento de maior retração sináptica. Por 
meio de análises histológicas, constatamos que ambas as linhagens apresentam 
maior retração sináptica ao sétimo dia após lesão, mesmo período em que houve 
maior expressão de MHC-I e Iba-1 (marcador de microglia). Na linhagem A/J houve 
aumento na expressão de GFAP (marcador de astrócitos) no quinto dia após lesão, 
concomitantemente à maior expressão de PirB, ao passo que nos animais C57BL/6J 
a expressão de GFAP não se alterou significativamente ao longo do tempo, havendo 
maior expressão de PirB no terceiro dia após a lesão. A análise da expressão gênica 
por qRT-PCR em motoneurônios microdissecados revelou que, aos sete dias após a 
lesão, houve aumento na expressão de crmp2, cofilina e shp2 nos animais 
C57BL/6J e queda de trkb nos camundongos A/J. Na análise sensório-motora não 
observamos diferença no reestabelecimento da marcha entre as linhagens, 
tampouco no limiar nociceptivo, com exceção do 21º dia após a lesão, quando os 
animais A/J apresentaram um pico de hiperalgesia Em conjunto, nossos dados 
reforçam a participação do MHC-I na plasticidade sináptica e sugerem que PirB 









Lesions to the Nervous System cause synaptic rearrangement related to the affected 
neural networks, where glial cells are directly involved in this process. Because of the 
interindividual differences, neurorregenerative potential changes among patients, 
possibly being influenced by intrinsic aspects of the nervous system. Similarly, in 
animal models the regenerative potential also varies according to the strains. It is 
known that C57BL/6J mice present greater difficulty in recovering axonal damages, 
compared to the A/J strain. Such a delay in the regeneration process is related to 
central synaptic plasticity and the peripheral microenvironment, involving different 
molecules, such as those of the major histocompatibility complex class I (MHC-I), 
which act on the maintenance of inhibitory synapses, and possibly one of its ligands, 
the paired immunoglobulin-like receptor B (PirB). Based on that, we evaluated the 
glial reactivity and the expression of MHC-I and PirB in the spinal cord of C57BL/6J 
and A/J mice following sciatic nerve crushing at different time points, as well the gene 
expression of components of the intracellular signaling pathway of PirB in 
motorneurons of both strains, during the period of greatest synaptic retraction. By 
histological analysis, we observed in both strains higher synaptic retraction on the 
seventh day after injury, concurrent with a greater expression of MHC-I and Iba-1 
(microglial marker). In the A/J strain there was an increase in the expression of GFAP 
(astrocyte marker) on the fifth day after injury, concomitantly with higher expression 
of PirB, whereas in the C57BL/6J animals GFAP expression did not change 
significantly over time, with higher expression of PirB on the third day after injury. 
Analysis of the gene expression by qRT-PCR in microdissected motorneurons 
revealed that at seven days post-injury there was an increase in the expression of 
crmp2, cofilin, and shp2 in C57BL/6J animals and a decrease in trkb expression in 
A/J mice. In the sensory-motor analysis, there was no difference in the 
reestablishment of gait or nociceptive threshold between the strains, except for the 
21st day after injury, when A/J animals presented a peak of hyperalgesia. Together, 
our data reinforce the participation of MHC-I in synaptic plasticity and suggest that 
PirB is acting in the process of astrogliosis. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 
1.1 O SISTEMA NERVOSO E SUAS DIVISÕES 
 
O sistema nervoso (SN) pode ser dividido, anatomicamente/ didaticamente, em 
Sistema Nervoso Central (SNC) e Sistema Nervoso Periférico (SNP), controlando as 
funções somáticas (sensoriomotoras ou voluntárias) e autonômicas (involuntárias) 
do corpo humano (SNYDER et al., 2018). As estruturas que compõem o SNC 
incluem o encéfalo e a medula espinal, enquanto no SNP têm-se os nervos 
periféricos e gânglios, nervos cranianos e as estruturas autonômicas. Essas 
estruturas trabalham permitindo o envio, recebimento e o processamento de 
informações provenientes das mais diferentes regiões corpóreas (FRANKLIN, 2016) 
O SNC é uma rede de aproximadamente 100 bilhões de células nervosas 
individuais, tendo características anatômicas e fisiológicas únicas, como: 1) o fato de 
serem protegidas por estruturas ósseas (crânio e vértebras); 2) são separadas da 
circulação sistêmica pelas junções oclusivas das células endoteliais, que servem de 
barreira para diferentes moléculas, inclusive certas toxinas e 3) a limitada 
capacidade de autorreparação, apesar da presença de células tronco endógenas no 
encéfalo e na medula espinal (FARINA et al., 2018). 
O SNP, por sua vez, é dividido em sistema nervoso somático e autonômico, 
sendo o último subdividido em componentes simpáticos e parassimpáticos (Figura 
1). Alguns autores consideram haver uma terceira subdivisão do sistema nervoso 
autonômico, o sistema nervoso entérico, responsável pela regulação da função do 






Figura 1. Organograma do Sistema Nervoso e suas subdivisões. 
 
1.2 AS CÉLULAS QUE COMPÕEM O SISTEMA NERVOSO  
 
As células que compõem do Sistema Nervoso podem ser divididas em duas 
grandes categorias: neurônios e glia. As células da glia incluem, no SNC, astrócitos, 
oligodendrócitos, a microglia e as células ependimárias, ao passo que no SNP há 
células de Schwann, macrófagos e células satélites nos gânglios das raízes dorsais. 
Juntos, as células da glia e os neurônios desempenham papel importante, formando 
a unidade funcional do SN. (WILLERTH, 2017). 
1.2.1 Neurônios 
 
Os neurônios são responsáveis pela geração e propagação de potenciais de 
ação, que envolvem mudanças bioelétricas ou bioquímicas na célula, através de um 
alto gasto energético (MIHAILOFF; HAINES, 2018). Para transmitir informação de 
forma bem-sucedida, os neurônios produzem sinais químicos específicos, iniciados 
através da liberação de neurotransmissores em uma região conhecida como fenda 
sináptica (sinapse química). Os neurotransmissores liberados pelos neurônios (pré-
sinápticos) cruzam a fenda sináptica para alcançar um segundo neurônio (pós-
sináptico) que os absorve (WILLERTH, 2017). 
Embora a arquitetura do neurônio seja especialmente diversa, um neurônio 





celular (ou soma), do qual tem origem o axônio e os dendritos (MIHAILOFF; 
HAINES, 2018). Uma das funções do soma é garantir a síntese de alguns 
componentes necessários para a estrutura e função de neurônios. Ademais, o soma 
contém todas as organelas responsáveis pela síntese de macromoléculas e ainda 
recebe inúmeras sinapses de outros neurônios, sendo, juntamente com os dendritos, 
a principal área de contato dos neurônios (HAMMOND, 2015). 
Os dendritos, por sua vez, apresentam-se como inúmeras ramificações 
partindo do corpo celular, semelhante a “galhos de árvores”. Pequenos brotos 
(espinhas dendríticas), de diferentes formatos, são frequentemente vistos nos 
dendritos mais distais, constituindo a principal área de sinapse, enquanto que a 
arborização dendrítica é mais robusta na sua origem, ou seja, nas proximidades do 
corpo celular (MIHAILOFF; HAINES, 2018) (Figura 2). Alterações na árvore 
dendrítica podem contribuir para o desenvolvimento de doenças neurológicas como 
o autismo (MARTÍNEZ-CERDEÑO, 2017).  
Em contraste aos dendritos, o axônio estende-se por longas distâncias 
(MIHAILOFF; HAINES, 2018), tendo origem no corpo neuronal, em uma região de 
intensa síntese proteica denominada cone de implantação (WILLERTH, 2017). 
Alguns axônios desenvolvem uma relação próxima com células de Schwann ou 
oligodendrócitos, que emitem projeções da sua membrana plasmática a fim de se 
associar aos axônios, formando as bainhas de mielina. Entre dois segmentos de 
mielina, também chamados de internodos, há espaços sem mielinização 
denominados de nós/ nódulos de Ranvier. A mielina associada ao axônio tem como 
função o isolamento elétrico do último, visando a otimização da condução do 
impulso nervoso (ALVITES et al., 2018). Os axônios mielinizados são referidos como 
fibras nervosas, o que inclui o componente nervoso e o envoltório glial (MIHAILOFF; 
HAINES, 2018).  
É importante ressaltar que o transporte axonal pode ocorrer no sentido 
anterógrado e na direção retrógrada. No primeiro caso, movimento de estruturas 
intracelulares (tais como vesículas, mitocôndrias, etc) e proteínas (tais como as do 
citoesqueleto) ocorre do corpo celular em direção a sítios axonais (nódulos de 





celular de um neurônio, o terminal axonal (HAMMOND, 2015). No sentido 
retrógrado, os mesmos elementos transitam da periferia em direção ao corpo celular. 
 
Figura 2. Representação de um neurônio genérico e suas principais estruturas. É possível observar a 
arborização dendrítica se tornando mais delgadaà medida que se  afasta do corpo celular. 
 
1.2.2 Células da Glia 
 
A glia compõe o maior número de células do sistema nervoso, sendo 
fundamental para o seu funcionamento adequado. A maioria dessas células, no 
SNC, são astrócitos e oligodendrócitos, derivados da neuroectoderme, e a microglia, 
derivada do saco vitelínico (GINHOUX et al., 2013) que, por sua vez, é formado a 
partir da endoderme e da mesoderme. Analogamente, no SNP são encontradas 
células de Schwann, além de células satélites, nos gânglios das raízes dorsais, e os 




Os astrócitos atuam na manutenção do funcionamento próprio do SNC. São 
classificados como protoplasmáticos e fibrosos, de acordo com sua morfologia (em 
estado basal) e sua localização anatômica. Os astrócitos protoplasmáticos são 
encontrados na substância cinzenta, apresentam prolongamentos espessados que 
dão origem a finos processos distribuídos uniformemente. Astrócitos fibrosos, por 





processos longos, semelhantes a filamentos. Análises por microscopia eletrônica 
mostraram que os processos dos astrócitos protoplasmáticos envelopam as 
sinapses, ao passo que os prolongamentos dos astrócitos fibrosos se relacionam 
aos nós de Ranvier. Ambos formam junções oclusivas com os processos distais dos 
astrócitos circunjacentes (SOFRONIEW; VINTERS, 2010).  
Os astrócitos realizam contato bidirecional com vasos sanguíneos, através de 
seus prolongamentos, regulando, por exemplo, o fluxo sanguíneo local. Produzem e 
secretam vários mediadores moleculares como proteoglicanos, ácido araquidônico e 
óxido nítrico, sendo que o último pode atuar na vasodilatação, influenciando, 
consequentemente, o fluxo sanguíneo.  
Atualmente, há evidências de que os astrócitos desempenham papel direto na 
transmissão sináptica por meio da liberação regulada de moléculas sinápticas ativas, 
incluindo glutamato e GABA. A liberação desses glio-transmissores ocorre em 
resposta às mudanças na atividade sináptica neuronal e envolve a excitabilidade dos 
astrócitos, como resposta ao aumento nos seus níveis de [Ca2+]i, podendo alterar a 
excitabilidade neuronal (SHIGETOMI et al., 2008). Essa evidência sustenta a 
hipótese da “sinapse tripartite”, em que os astrócitos desempenham influência direta 
e interativa com neurônios durante a atividade sináptica, de forma que é essencial 
para o processamento das informações pelos circuitos neuronais (HALASSA; 
FELLIN; HAYDON, 2007; PEREA; NAVARRETE; ARAQUE, 2009). 
Além disso, os astrócitos são responsáveis por secretar fatores tróficos que 
servem de suporte aos neurônios, regulando os níveis extracelulares de íons e 
neurotransmissores e provendo defesa antioxidante (BARRETO et al., 2011; 




Os oligodendrócitos têm um papel importante no suporte do SNC. 
Morfologicamente, apresentam inúmeros prolongamentos que partem do corpo 
celular, estando esses em íntimo contato com os axônios dos neurônios, 
diferentemente dos astrócitos (WILLERTH, 2017). Uma das principais funções 





PHAM-DINH, 2001), que provê isolamento eletroquímico ao redor de todos os 
axônios da substância branca.  
A bainha de mielina é um envoltório membranoso lipoprotéico, que se dispõem 
ao redor de um axônio, aumentando a velocidade de condução dos potenciais de 
ação ao longo do axônio. Os axônios de grande diâmetro têm espessas bainhas de 
mielina e apresentam velocidade de condução maior que a dos axônios com 
diâmetro menor e com bainhas de mielina mais finas. Além disso, os axônios menos 
espessos não são mielinizados (amielínicos) e apresentam baixa velocidade de 
condução (MIHAILOFF; HAINES, 2018). 
A bainha de mielina é formada por uma interação célula-célula, na qual um 
axônio destinado à mielinização é reconhecido por proteínas presentes na superfície 
do oligodendrócito. Ainda, oligodendrócitos em desenvolvimento também recebem 
sinais eletroquímicos de axônios ativos e respondem gerando um processo que 
envolve repetidamente o axônio. À medida que as camadas de mielina se 
acumulam, quase todo o citoplasma é excluído (permanecendo apenas nas voltas 
mais internas e externas do processo do oligodendrócito), de modo que a bainha de 
mielina madura consiste em camadas concênctricas de membrana plasmática de 
oligodendrócitos justapostas (MIHAILOFF; HAINES, 2018). Um único oligodendrócito 
pode prover suporte para mais de cinquenta neurônios. (WILLERTH, 2017; 




As células da microglia são macrófagos residentes do SNC (GINHOUX et al., 
2010). Encontram-se amplamente distribuídas em todo o cérebro e na medula 
espinal (LAWSON et al., 1990) e representam 5-20% da população total de células 
gliais dentro do parênquima nervoso (LAWSON et al., 1990).  
Existem dois principais aspectos funcionais da microglia: defesa imunológica e 
sustentação ao SNC. Como células do sistema imunológico, elas atuam como 
sentinelas, detectando os primeiros sinais de invasão patogênica ou dano tecidual 
no microambiente neuronal, definido como imunoprivilegiado (protegido pela barreira 





imune ativa, entretanto, a microglia também deve moderar o potencial dano ao SNC 
e apoiar a reparação e remodelação tecidual. A ativação microglial desregulada e a 
inflamação induzida por ela são observadas praticamente em todas as patologias do 
SNC. Evidências sugerem que a microglia exerce efeitos diretos sobre os neurônios, 
contribuindo para a progressão de doenças no sistema nervoso (PERRY; NICOLL; 
HOLMES, 2010; IANNACCONE et al., 2013). 
Além das suas funções imunológicas, papéis novos e fundamentais vêm sendo 
atribuídos à microglia, como influência no controle da proliferação e diferenciação 
neuronal e na formação de conexões sinápticas (GRAEBER, 2010). Sob condições 
basais, as células da microglia examinam constantemente o microambiente local, 
estendendo seus processos móveis e realizando contato transitório com sinapses 
neuronais, contribuindo para a modificação e a eliminação de estruturas sinápticas 
(GRAEBER, 2010). A microglia também contribui para a remodelação de circuitos 
neurais no período pós-natal, a exemplo da eliminação sináptica demonstrada em 
camundongos (PAOLICELLI et al., 2011). 
 
1.2.3 Células de Schwann, macrófagos e células satélites 
 
No SNP, assim como no SNC, axônios de grande e médio diâmetro 
apresentam bainhas de mielina, ao passo que os axônios de pequeno diâmetro são 
desmielinizados. As células de Schwann, como dito anteriormente, produzem essas 
bainhas de mielina, além de envolverem os axônios amielínicos no SNP. Além 
dessas funções, sabe-se que diante de um distúrbio, seja genético ou adquirido, as 
células de Schwann têm a habilidade de iniciar a degradação da própria mielina 
(desmielinização) (GOMEZ-SANCHEZ et al., 2015). 
Os macrófagos, células do sistema imune, pertencem à família dos leucócitos 
mononucleares e são vastamente distribuídos em grande parte dos tecidos. 
Apresentam fenótipo consideravelmente variável e dependente do microambiente 
em que se encontram. Estão envolvidos na remoção de células, patógenos e 
moléculas através de fagocitose e endocitose, além de secretarem substâncias que 
induzem o movimento, crescimento, diferenciação e morte celular. Os macrófagos 






As células satélites são análogas aos astrócitos, sendo, contudo, pertencentes 
ao SNP e estão localizadas ao redor dos corpos neuronais de gânglios sensoriais e 
autonômicos. 
 
1.3 MEDULA ESPINAL 
 
A medula espinal é a mais importante conexão entre o corpo e o encéfalo 
(HAINES; MIHAILOFF; YEZIERSKI, 2018). Ela atua como uma via que carreia 
informações que entram (vias neurais aferentes/ascendentes) e saem (vias neurais 
eferentes/descendentes) de diferentes segmentos, de acordo com a região do corpo 
que está enviando ou recebendo sinalização (WILLERTH, 2017). Apresenta-se 
como uma estrutura de forma cilíndrica, localizada dentro do canal vertebral que, em 
adultos humanos, inicia-se na região mais caudal do bulbo do tronco encefálico (a 
qual é contínua), ao nível do forame magno do osso occipital, e termina entre a 
primeira e a segunda vértebras lombares (REA, 2015). Apesar de não apresentar 
segmentação em sua estrutura, é dividida de acordo com o nível em que se 
encontra no canal vertebral, sendo 7 vértebras cervicais, 12 torácicas, 5 lombares,5 
sacrais e 4 coccígeas. Além disso, há pontos de maior alargamento, chamados de 
intumescência cervical (C4 à T1) e lombosacral (L1 à S2) que inervam os membros 
superiores e inferiores, respectivamente (HAINES; MIHAILOFF; YEZIERSKI, 2018).  
É composta por uma área central, em formato de borboleta, onde se localizam 
os corpos celulares dos neurônios, a chamada substância cinzenta; ao redor dela há 
fibras mielínicas e amielínicas, as quais compõem a substância branca. Embora a 
cavidade do tubo neural seja proeminente durante o desenvolvimento, apresenta-se 
na medula espinal do adulto como uma pequena linha ependimária, a qual forma o 
canal central (HAINES; MIHAILOFF; YEZIERSKI, 2018).  
Diferente dos humanos, a medula espinal dos roedores apresenta a 
intumescência cervical do segmento C5 - T1, ao passo que a intumescência 
lombosacral se estende de L2 à L6. Há diferenças, também, no número de vertebras 
da coluna vertebral, tendo-se nos roedores: 7 cervicais 13 torácicas, 6 lombares, 4 
sacrais, e 27-30 caudais (cauda). O número de vértebras lombares pode variar entre 





Ademais, a substância cinzenta da medula espinal (H medular) pode ser 
dividida em camadas, classificadas como lâminas (Lâminas de Rexed), numeradas 
de I a IX e uma área X, ao redor do canal central. Essas lâminas são caracterizadas 
pelas estruturas celulares que apresentam (ex: grandes motoneurônios na lâmina IX 
que contribuem para a formação da intumescência cervical e lombosacral), o input 
que recebem e a trajetória dos axônios oriundos de cada lâmina (HAINES; 
MIHAILOFF; YEZIERSKI, 2017). 
 
1.4 ESTRUTURA DOS NERVOS ESPINAIS 
 
Os axônios dos nervos periféricos são processos de neurônios, cujos corpos 
celulares podem estar localizados nos gânglios das raízes dorsais, para função 
somatossensorial geral, ou na coluna anterior da medula espinal, para função 
somática geral (KERNS, 2008). Cada segmento medular dá origem às raízes 
espinais, que formam pares de nervos espinais que emergem através do forame 
intervertebral. 
Nervos espinais são nervos mistos do SNP que permitem a comunicação com 
o SNC. Eles contêm axônios que carregam informação sensorial para a medula 
espinal (fibras aferentes) e fibras motoras que carregam comandos motores da 
medula espinal para a periferia (fibras eferentes)(FRANKLIN, 2016). 
Diferentes tecidos dão suporte ao nervo. Imediatamente ao redor da fibra 
axonal, tem-se o endoneuro, tecido conjuntivo frouxo, composto principalmente por 
células endoneurais e fibras colágenas, além de outros elementos da matriz 
extracelular.  
O perineuro, por sua vez, circunda feixes de fibras e seus elementos 
endoneurais, sendo o conjunto dessas estruturas denominado fascículo nervoso. 
Vale ressaltar que a maioria dos nervos tem mais de um fascículo. Ademais, o 
perineuro é rico em células robustas e achatadas (células perineurais) dispostas em 
múltiplas camadas, unidas por junções oclusivas e interpostas por lâmina basal. O 
perineuro é uma das camadas da barreira hematonervosa, que previne a passagem 





A camada de tecido conectivo mais externa é chamada de epineuro e é 
responsável por envolver o conjunto de fascículos. O epineuro possui um arranjo 
mais espaçado de fibras colágenas e inclui tecido adiposo (KERNS, 2008). 
 
1.5 LESÃO NERVOSA PERIFÉRICA 
 
As raízes nervosas anterior e posterior, de um determinado nível da medula 
espinal, juntam-se para formar um único nervo espinal, o qual se combina com 
outros nervos espinais para formar os nervos periféricos do corpo. Sendo assim, de 
acordo com o local de lesão nervosa, é possível o aparecimento de déficits motores, 
sensoriais ou uma combinação de ambos (BRUSHART, 2011; HAINES; MIHAILOFF; 
YEZIERSKI, 2018). 
O nervo pode ser dito unissegmentar ou plurissegmentar, de acordo com sua 
característica de inervação do território corpóreo (dermátomo). O nervo 
plurissegmentar, por definição, contribui com fibras sensoriais de várias raízes. 
Sendo assim, conhecendo-se o território cutâneo de distribuição dos nervos 
periféricos e o mapa dos dermátomos, pode-se, em caso de perda de sensibilidade 
cutânea, determinar se a lesão foi em um nervo, na medula ou nas raízes espinais 
(MACHADO; MACHADO HAERTEL, 2013).  
Um exemplo de nervo plurissegmentar é o nervo isquiático, que é responsável 
por suprir os flexores do joelho e todos os músculos abaixo desta articulação, o que 
significa que uma paralisia completa do nervo isquiático resulta em um pé com 
mobilidade anormal e dificuldade severa na deambulação (ADLER, 2010). 
 
1.5.1 Etiologia básica das lesões nervosas periféricas 
 
Uma forma conhecida de lesões nervosas periféricas são aquelas relacionadas 
à tração. Por conta da matriz extracelular e das camadas de tecido conectivo, nervos 
periféricos são elásticos e às vezes resilientes às distensões (NADI; MIDHA, 2018). 
A lesão ocorre quando a força de tração ultrapassa a capacidade de distensibilidade 
do nervo (SUNDERLAND, 1990). Embora a continuidade permaneça em muitas 





completa do nervo. Um exemplo disso é a avulsão do plexo braquial, onde há 
completa descontinuidade do elemento nervoso (NADI; MIDHA, 2018).  
Objetos afiados também são grande causa de lesões por laceração, 
constituindo cerca de 30% das lesões graves e sendo, portanto, outra forma 
recorrente de lesões (NADI; MIDHA, 2018). Apesar disso, a continuidade nervosa é 
geralmente preservada, sendo a transecção completa menos frequente (SECKEL, 
1990). 
Na compressão, embora a continuidade seja mantida, perda completa da 
função motora e sensorial pode ocorrer (BURNETT et al., 2004). Causas 
iatrogênicas de compressão são possíveis, como no caso da posição mantida 
durante uma anestesia para um procedimento médico, no qual o mecanismo de 
lesão é usualmente a combinação de contusão e isquemia (NADI; MIDHA, 2018). 
 
1.5.2 Classificação anatomofisiológica da lesão nervosa periférica 
 
Seddon, em 1943, classificou as lesões nervosas em três grandes grupos, de 
acordo com o grau de severidade da lesão, sendo chamados, do mais ameno ao 
mais grave de: neuropraxia, axonotmese e neurotmese (SEDDON, 1943). Em 1951, 
Sunderland propôs um novo sistema de classificação consistindo, porém, em cinco 
categorias (SUNDERLAND, 1951). 
A neuropraxia é classificada como a mais leve das alterações nervosas, na 
qual há manutenção da continuidade nervosa e axonal, com disfunção decorrente do 
bloqueio transitório da condução nervosa. Ainda assim, é possível observar súbitas 
mudanças na estrutura mielínica nas formas mais severas de neuropraxia, que 
podem levar dias para sua recuperação plena. A neuropraxia é equivalente ao 
primeiro grau de lesão no sistema de classificação de Sunderland (SUNDERLAND, 
1951; ALVITES et al., 2018). 
Na axonotmese, há completa interrupção dos axônios do nervo e da mielina 
em volta, ao passo que o perineuro e o epineuro são preservados. A degeneração 
axonal e mielínica ocorre distalmente ao local da lesão, resultando em uma 
desnervação total. Contudo, a recuperação plena também é esperada nesse grupo, 





brotamentos axonais reinervarem seu órgão alvo, no processo de regeneração 
(SEDDON, 1943).  
Para Sunderland (SUNDERLAND, 1951; ALVITES et al., 2018), o segundo, 
terceiro e quarto grau correspondem às subdivisões da axonotmese. No segundo 
grau de lesão, há interrupção axonal com preservação da estrutura endoneural, 
mantendo o alinhamento fascicular e a integridade do perineuro e do epineuro. 
Lesões no endoneuro podem ser parciais, e o prognóstico depende do grau de 
conservação dessa camada. No terceiro grau, os axônios, bainhas de mielina, e o 
endoneuro são rompidos, porém o alinhamento fascicular e a integridade das outras 
camadas de colágeno são mantidas. A recuperação talvez ocorra muitos meses 
depois, através de tratamento conservador ou intervenções cirúrgicas para resolver 
áreas de aprisionamento, com ou sem a realização de neurólise. No quarto grau, 
todas as camadas, exceto o epineuro, são rompidas. A ocorrência de hemorragia 
dentro do nervo e a presença de tecido fibroso associado com descontinuidade 
fascicular aprisionam e dificultam o crescimento de novos brotos axonais, 
promovendo a formação de neuromas em continuidade. 
Por fim, a neurotmese, que caracteriza o grau mais severo de lesão, envolve 
a interrupção completa do nervo com perda funcional total. A regeneração, nesse 
caso, não é plena sem intervenção cirúrgica, havendo grande formação de cicatriz 
glial (SEDDON, 1943). Essa categoria é equivalente ao quinto grau de lesão 
proposto por Sunderland, uma vez que há também transecção do nervo, incluindo o 
epineuro, sendo comum a formação de neuroma em bulbo na extremidade 
(SUNDERLAND, 1951; ALVITES et al., 2018). 
Em camundongos já é bem registrado que a regeneração do nervo após 
axotomia por compressão é plena e, portanto, esse é um modelo amplamente usado 
para se investigar alterações nos corpos dos neurônios danificados e seu 
envolvimento no processo de regeneração (GEUNA, 2015). 
 
 
1.5.3 Alterações celulares após lesão nervosa periférica 
 
Frente a uma perturbação, como em casos de lesões mecânicas nos nervos 





local danificado, que variam em intensidade de acordo com a gravidade, bem como 
da proximidade do segmento lesionado ao corpo neuronal. No SNP, a bainha de 
mielina e o axônio inevitavelmente se degradam ao longo do segmento distal do 
local da lesão, um fenômeno conhecido como degeneração Walleriana. A 
degeneração proximal à lesão pode ser mínima (variando do local da lesão até o 
segundo ou terceiro nó de Ranvier) ou pode se estender até o corpo do neurônio. No 
caso de haver degeneração do corpo celular, como pode ocorrer em lesões severas, 
o segmento proximal também sofre degeneração Walleriana e é fagocitado 
(BURNETT et al., 2004).  
 Após um dano axonal, o corpo celular do neurônio passa por alterações, 
tornando-se, por exemplo, intumescido e sofrendo cromatólise, um processo em que 
os grânulos de Nissl (polirribossomos) se dispersam e o núcleo celular é deslocado 
para a periferia. Isso reflete a mudança na prioridade metabólica que, passa da 
produção de neurotransmissores para a síntese de moléculas necessárias para o 
crescimento e reparo axonal, como RNA mensageiro, lipídios, actina, tubulina e 
proteínas associadas ao crescimento (LEE; WOLFE, 1981).  
 Um estímulo lesivo também desencadeia alterações morfofisiológicas nas 
células da glia, que nos astrócitos são conjuntamente denominadas astrogliose. 
Nesse processo, ocorre aumento significativo da expressão de filamentos 
intermediários, em especial do GFAP (glial fibrillary acid protein), acompanhado de 
hiperplasia dos prolongamentos e hipertrofia do corpo celular e prolongamentos 
(PEKNY; PEKNA, 2014). Em muitos casos, a astrogliose desempenha papel dúbio 
no cenário da regeneração tecidual, que pode ser influenciado pela intensidade do 
estímulo lesivo. Nesse sentido, é benéfica aos neurônios quando há produção de 
fatores tróficos, fornecendo um microambiente favorável à regeneração nervosa. No 
entanto, pode haver a formação de um tecido cicatricial, rico em substâncias que 
impedem o crescimento axonal ou dificultam o rearranjo das conexões, dentre elas 
os proteoglicanos de condroitin sulfato e proteoglicanos de queratan sulfato 
(SILVER; MILLER, 2004) 
 Ainda, na região medular, os botões sinápticos excitatórios, do tipo 
glutamatérgico, têm suas conexões largamente desfeitas, tanto no corpo neuronal, 





astrogliose, visto que os astrócitos participam do destacamento sináptico através da 
interposição de seus prolongamentos entre os terminais pré e pós-sinápticos, 
impedindo a interação dos neurônios pré e pós-sinápticos (KANDEL; SCHWARTZ; 
JESSELL, 2000). Dentre as sinapses remanescentes, a maioria é do tipo inibitória 
(OLIVEIRA et al., 2004). 
 
1.6 MHC-I E PIRB EM PROCESSOS NEURORREGENERATIVOS 
 
O entendimento dos mecanismos de eliminação das sinapses inapropriadas ou 
em excesso, tanto durante o desenvolvimento, quanto após uma lesão, ainda não 
está totalmente claro. Nas últimas décadas, um número crescente de estudos vêm 
explorando o papel de componentes do sistema imune em processos 
neurorregenerativos (THAMS; OLIVEIRA; CULLHEIM, 2008; KIPNIS, 2016), dentre 
eles, as moléculas do MHC-I.  
As moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade de classe I 
(MHC-I) são muito bem estudadas do ponto de vista imunológico, por apresentarem 
antígenos aos linfócitos T CD8 (T citotóxicos, CTL) durante o processo de 
imunovigilância. No Homem, são conhecidas como antígeno leucocitário humano 
(HLA) e, nos camundongos, como moléculas de histocompatibilidade (H). São 
heterodímeros formados por uma cadeia alfa polimórfica inserida na membrana 
plasmática, associada à cadeia β2-microglobulina (β2m). Na cadeia alfa existe uma 
fenda que acomoda um peptídeo de 8 a 11 aminoácidos, o qual é essencial para 
garantir a estabilidade da molécula do MHC-I, pois, sem ele, a molécula torna-se 
instável na membrana celular. Oriundos da degradação proteica realizada pelo 
proteossomo, no citoplasma, os fragmentos peptídicos são transportados à luz do 
retículo endoplasmático granular (REG), onde se complexam às moléculas do MHC-
I. Em seguida, o complexo MHC-I (cadeias , β2m e antígeno) é endereçado à 
superfície celular, onde interage com o linfócito T CD8 por meio do receptor de 
células T (TCR). Caso a célula T CD8 reconheça o antígeno como não-próprio ao 
organismo, ele desenvolve mecanismos efetores que culminam na lise ou apoptose 
da célula-alvo (ABUL; LICHTMAN; PILLAI, 2014). Esse mecanismo é muito eficiente 





Virtualmente, as moléculas do MHC-I são expressas em todas as células 
nucleadas. Contudo, sabe-se que o nível basal das mesmas nos neurônios e células 
da glia é extremamente baixo ou até mesmo nulo, fato esse que corroborou o 
conceito do SNC ser um sítio imunoprivilegiado, ou seja, livre da ação do sistema 
imune (ARCK et al., 2008). Entretanto, estudos de meados da década de 1990 
demonstraram que era possível induzir a expressão de MHC-I em neurônios 
(NEUMANN et al., 1995, 1997), a qual foi, nos anos seguintes, constatada durante 
diferentes etapas do desenvolvimento (HUH et al., 2000), envelhecimento 
(EDSTRÖM et al., 2004) e até mesmo após lesões (ZANON; OLIVEIRA, 2006; 
ZANON et al., 2010; BOMBEIRO et al., 2016b). Nesse último caso, vale ressaltar 
que Oliveira e colaboradores (OLIVEIRA et al., 2004) atribuíram ao MHC-I uma 
função não imune, a preservação de sinapses inibitórias em processos 
neurorregenerativos. Ao analisarem a medula espinal de camundongos submetidos 
à transecção do nervo isquiático, Oliveira et al. (OLIVEIRA et al., 2004) observaram 
que animais deficientes em MHC-I apresentavam maior destacamento de inputs 
sinápticos em comparação ao grupo selvagem. Tal fato poderia ser benéfico, visto 
que um neurônio axotomizado não seria capaz de transmitir informações adiante. 
Porém, embora a cobertura sináptica fosse maior nos animais imunocompetentes, 
os autores constataram que a maioria dos inputs preservados era do tipo inibitório, o 
que, de fato, viria a assegurar que o neurônio danificado não transmita o impulso 
nervoso adiante, devendo, assim, voltar seu gasto energético aos mecanismos de 
reparo celular (OLIVEIRA et al., 2004; THAMS; OLIVEIRA; CULLHEIM, 2008). 
Desse modo, o MHC-I estaria atuando na manutenção seletiva de inputs inibitórios, 
contribuindo com a habilidade dos neurônios em regenerar seus axônios. Até o 
presente, os mecanismos envolvidos nesse processo permanecem desconhecidos.  
Nos últimos anos, nosso grupo de pesquisa tem trabalhado para a 
compreensão do papel das moléculas do MHC-I em processos neurorregenerativos. 
Nesse sentido, demonstramos que o aumento da expressão de MHC-I no SNC 
correlaciona-se ao aumento da astrogliose e, concomitantemente, à diminuição da 
cobertura sináptica após axotomia do nervo isquiático (ZANON; OLIVEIRA, 2006; 
SABHA et al., 2008; ZANON et al., 2010). O mesmo pode ser observado durante a 
encefalomielite autoimune experimental (EAE) (FRERIA et al., 2010). 





glatiramer em animais acometidos pela EAE (SCORISA et al., 2011), ou pelo 
silenciamento gênico via RNA de interferência, em co-culturas de neurônios e 
astrócitos (BOMBEIRO et al., 2017), previne a diminuição da cobertura sináptica. 
Nesse último exemplo, também constatamos que o silenciamento da β2m causou 
redução da reatividade astrocitária, evidenciada pela marcação de GFAP 
(BOMBEIRO et al., 2017), sugerindo que o MHC-I seja importante para tal processo. 
Outras moléculas que vêm ganhando atenção no cenário da 
neurorregeneração são os receptores pareados semelhantes à imunoglobulina 
(PIR). Presentes em camundongos, os PIRs são ortólogos aos receptores de 
leucócitos semelhantes à imunoglobulina (LILR), encontrados em humanos (TAKAI, 
2005) e podem se ligar às moléculas do MHC-I, tanto in vitro quanto in vivo (TAKAI, 
2005). Até o presente, são conhecidos o PIR-A e o PIR-B, ambos expressos em 
várias células hematopoiéticas, incluindo linfócitos B, mastócitos, granulócitos, 
células dendríticas e macrófagos; contudo, não estão presentes em células T e nem 
células natural killer (NK) (TAKAI, 2005). Os PIRs são proteínas transmembrana com 
seis domínios extracelulares do tipo imunoglobulina. PIR-B apresenta um segmento 
transmembrana hidrofóbico e uma porção intracelular com quatro sequências de 
inibição de imunorreceptor baseadas em tirosina (ITIMs), ao passo que o PIR-A 
apresenta uma porção pré-transmembrana, um segmento transmembrana e uma 
cauda citoplasmática pequena desprovida de ITIMs. Contudo, PIR-A está associado 
à proteína FcR, a qual possui duas sequências de ativação de imunorreceptor 
baseadas em tirosina (ITAMs), formando, assim, uma unidade sinalizadora de 
ativação celular (KUBAGAWA et al., 1999; TAKAI, 2005). Em suma, quando ligado 
ao MHC-I, PIR-A delibera mecanismos de sinalização intracelular culminantes na 
ativação da própria célula que o apresenta em sua superfície, ao passo que o PIR-B, 
contrariamente, silencia a célula. Estudos constataram que a ação de PIR-B é 
predominante sobre PIR-A em várias células da linhagem hematopoiética, 
sugerindo, assim, um papel fisiológico na manutenção do estado de repouso da 
célula através da interação contínua com o MHC-I (TAKAI, 2005).  
Expresso por dendritos e axônios de diferentes subpopulações de neurônios 
(SYKEN, 2006; STARKEY et al., 2012; BOMBEIRO et al., 2016b), PirB também foi 
visualizado no cone de crescimento axonal, próximo ou até mesmo nas zonas de 





demonstraram que PirB é capaz de se ligar aos neurônios de forma dependente de 
MHC-I, possivelmente estabilizando circuitos neuronais, pois, na sua ausência, 
constataram dominância ocular mais robusta no córtex visual. Liga-se também à 
proteína β-amiloide, mediando perda da plasticidade sináptica, em um modelo 
murino da doença de Alzheimer (KIM et al., 2013). Ainda, por estar presente na 
membrana celular, PirB, quando excitado por moléculas do meio extracelulares, 
desencadeia respostas intracelulares dependentes de moléculas como CRMP2, 
cofilina, Shp1 e TrkB, que através de diferentes vias atuam na neuroplasticidade 
(ATWAL et al., 2008; FUJITA et al., 2011; LLORENS; GIL; DEL RÍO, 2011). Exemplo 
disso é a ativação de PirB, em neurônios, por moléculas presentes da mielina, como 
MAG, OMgp e Nogo-A. Essas moléculas desencadeiam uma cascata intracelular 
que impede a despolarização de microtúbulos e F-actina, através de CRMP2 e 
cofilina, respectivamente, gerando estabilidade neuronal (LLORENS; GIL; DEL RÍO, 
2011). Ao se ligar à MAG, PirB também pode se complexar ao receptor de 
neurotrofinas TrkB, o qual, por sua vez, é desfosforilado pelas fosfatases SHP1 e 
SHP2, inibindo o crescimento de neuritos (FUJITA et al., 2011). 
Sendo assim, no que diz respeito ao estabelecimento de redes neurais 
decorrentes da plasticidade sináptica, PirB, em conjunto ao MHC-I, parece ser um 
elemento chave nesse processo. Apesar das diversas funções de PirB no SNC, 
conforme mencionado anteriormente, vale ressaltar que PirB também está envolvido 
no controle da motilidade celular. Macrófagos deficientes em PirB são hiperadesivos 
e se dispersam mais rapidamente in vitro, em função da maior fosforilação e 
ativação das integrinas (NIMMERJAHN, 2005). Em um estudo recente (BOMBEIRO 
et al., 2016b) observamos que macrófagos do nervo isquiático e microglias da 
medula espinal não apresentam PirB em condições de homeostasia tecidual, sendo 
essas células ramificadas e extremamente móveis (NIMMERJAHN, 2005; WALTER; 
NEUMANN, 2009). Entretanto, esses fagócitos passam a expressar PirB quando 
perdem suas ramificações, em função da ativação celular ou do cultivo in vitro. 
Ainda, nesse mesmo estudo (BOMBEIRO et al., 2016b), observamos que uma 
semana após a transecção do nervo isquiático, a expressão de PirB eleva-se na 
medula espinal, concentrando-se, majoritariamente, no neurópilo. Curiosamente, a 
presença de PirB em astrócitos da substância cinzenta é muito baixa ou nula, sendo 





os astrócitos da substância branca, pouco móveis, apresentam mais PirB 
(BOMBEIRO et al., 2016b). Cabe ressaltar que, naquele mesmo período, a 
expressão de MHC-I também estava elevada (BOMBEIRO et al., 2016b).  
O estudo da dinâmica da expressão de PirB e MHC-I no processo de 
plasticidade sináptica medular, após lesão periférica, mostra-se muito promissor, 
especialmente se compararmos linhagens com potenciais regenerativos distintos, 
como é o caso de camundongos A/J e C57BL6/J (DE LA HOZ et al., 2003; 
EMIRANDETTI et al., 2006; SABHA et al., 2008). Em estudos prévios, 
demonstramos que camundongos A/J apresentam menor cobertura sináptica, maior 
reatividade astroglial (EMIRANDETTI et al., 2006; SABHA et al., 2008) e expressão 
elevada de MHC-I (SABHA et al., 2008) quando comparados aos camundongos 
C57BL6/J, uma semana após lesão periférica. Xin e colaboradores (XIN et al., 1990) 
quantificaram as fibras neuronais de diferentes linhagens de camundongos, 11 e 14 
dias após axotomia, e contabilizaram menos axônios nos animais C57BL/6J, em 
relação aos A/J. Em um estudo subsequente, o mesmo grupo observou que essa 
diferença regenerativa não estava relacionada às diferenças genéticas entre as 








As lesões nervosas periféricas são há muito estudadas, uma vez que a baixa 
capacidade regenerativa do sistema nervoso continua sendo fator limitante para 
recuperação plena após uma lesão. Apesar dos esforços para se encontrar terapias 
celulares e farmacológicas que corrijam essa limitação biológica, o entendimento 
dos mecanismos celulares e as interações moleculares, no SNC, após uma lesão 
nervosa, ainda não são totalmente compreendidos. 
Sabemos que lesões nervosas periféricas afetam, retrogradamente, o 
microambiente neuronal no SNC, causando, muitas vezes, alterações sinápticas que 
se correlacionam às moléculas do MHC-I e, possivelmente, à PirB. Além disso, 
diferenças interindividuais podem alterar a magnitude das respostas centrais frente 
àquelas lesões, impactando, diretamente, a recuperação do paciente. Com base 
nisso, avaliamos, histologicamente, a cobertura sináptica, a reatividade glial e a 
expressão de moléculas do MHC-I e PirB na medula espinal de camundongos de 
C57BL/6J e A/J, após esmagamento do nervo isquiático, além de avaliarmos a 
recuperação da marcha e do limiar nociceptivo. 
Ainda, visando compreender os possíveis efeitos da interação de MHC-I e PirB 
no processo de plasticidade sináptica, avaliamos, em motoneurônios, a expressão 
gênica de moléculas envolvidas na cascata de sinalização intracelular de PirB, as 
quais também estão relacionadas à motilidade celular. Dentro dessa proposta, 
avaliamos a expressão gênica de cofilinas e CRMP2 que, uma vez ativadas, 
bloqueiam a despolimerização de filamentos de actina, bem como a mobilização de 
microtúbulos, o que leva à estabilização do citoesqueleto neuronal (LLORENS; GIL; 
DEL RÍO, 2011). Além dessas moléculas, também analisamos a expressão de 
SHP1, SHP2 e TrkB, as quais sofrem modulação de acordo com as ligações 
envolvendo PirB na membrana celular e que podem, quando ativadas, influenciar no 
bloqueio do crescimento de neurito (FUJITA et al., 2011). Para isso, técnicas 
refinadas de microdissecção a laser de motoneurônios, seguidas de RT-PCR em 










Avaliar a participação das moléculas do MHC-I e PirB no processo de 
plasticidade sináptica medular em camundongos com perfis regenerativos axonais 




• Avaliar a cobertura sináptica, a reatividade astroglial e microglial e a 
expressão de MHC-I e PirB na medula espinal de camundongos C57BL/6J e A/J 
durante a degeneração Walleriana, bem como após recuperação funcional plena; 
• Analisar, no período de maior retração sináptica, a expressão dos genes 
envolvidos na cascata de sinalização intracelular de PirB em motoneurônios isolados 
por microdissecção a laser; 
• Avaliar a recuperação funcional motora e o limiar nociceptivo dos 






4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1 ABORDAGENS EXPERIMENTAIS 
 
Camundongos das linhagens C57BL/6J Unib e A/J Unib foram submetidos ao 
esmagamento do nervo isquiático esquerdo e avaliados quanto à recuperação da 
marcha (diariamente, de 3 a 28 dias após a lesão), bem como do limiar nociceptivo 
(duas vezes por semana). Nos dias 1, 3, 5, 7 e 28 após o esmagamento, os animais 
(n=5/grupo/tempo) foram submetidos à eutanásia e a medula espinal lombar (de L4 
a L6) foi dissecada para análise da reatividade astroglial, microglial, cobertura 
sináptica e expressão de moléculas do MHC-I e PirB (histologia por 
imunofluorescência). Camundongos não lesionados foram usados como controle 
negativo (n=5/grupo). 
Complementarmente, camundongos C57BL/6J Unib e A/J Unib foram 
submetidos ao esmagamento unilateral do nervo isquiático (n=3/linhagem) e, sete 
dias após a cirurgia, foram eutanasiados e a medula lombar foi dissecada, 
congelada e seccionada. Os motoneurônios da região ipsilateral à lesão foram 
microdissecados para avaliação da expressão gênica de componentes da cascata 
de sinalização intracelular de PirB, via qRT-PCR. Camundongos não lesionados 




Foram utilizados camundongos das linhagens C57BL/6J Unib e A/J Unib, 
machos, de 6-8 semanas de idade, obtidos do Centro Multidisciplinar para 
Investigação Biológica na Área da Ciência em Animais de Laboratório (CEMIB / 
UNICAMP). Os animais foram mantidos no biotério do Laboratório de Regeneração 
Nervosa do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional, acomodados em 
microisoladores, sob condições ambientais controladas de temperatura e umidade, 
em ciclo de luz alternado (12h claro / 12h escuro), com ração e à água ad libitum. Os 
experimentos foram realizados após aprovação da Comissão de Ética no Uso de 
Animais (CEUA), sob o protocolo de número 4558-1 e conduzidos de acordo com as 






4.3 PROCEDIMENTOS CIRÚRGICOS 
 
Os camundongos foram pré-anestesiados com cetamina (50mg/Kg) e xilasina 
(10mg/Kg) diluídas em água ultrapura, sendo mantidos durante o procedimento 
cirúrgico em isoflurano (1% em ar medicinal). A fim de se evitar hipotermia durante a 
cirurgia, foram posicionados sobre um colchonete aquecido por infravermelho 
(45ºC).  
Primeiramente, o campo cirúrgico foi tricotomizado e higienizado com álcool 
70%. O acesso cirúrgico se deu no membro posterior esquerdo, na face lateral da 
coxa. Foi feita uma incisão longitudinal, com bisturi, desde a região proximal do 
fêmur até seu terço médio. Ao se rebater pele e tecido subcutâneo, o músculo 
bíceps femoral e suas fáscias foram expostos e divulsionados para que se tornasse 
visível o nervo isquiático, o qual se encontra paralelo e posterior ao fêmur. O 
esmagamento do nervo foi realizado proximalmente, na altura de sua emergência a 
partir da incisura isquiática maior. O esmagamento foi realizado com uma ferramenta 
apropriada (Beer clamp, Honer-Medizin, Alemanha, Figura 3) (BEER; STEURER; 
MEYER, 2001), exercendo-se uma pressão constante de 14 Mpa durante 30 
segundos. Os músculos da coxa foram reposicionados e o local da incisão foi 
suturado com linha monofilamento de náilon. Durante o pós-operatório, os animais 
foram alocados em um microisolador e aquecidos por um foco de luz incandescente. 
Três horas após a cirurgia, os animais receberam analgésico (cloridrato de tramadol, 






Figura 3. Beer Clamp. A) Ferramenta para esmagamento do nervo isquiático com mola média e um 
anel. B) Uso da ferramenta para esmagamento do nervo isquiático em camundongos.  
 
4.4 ANÁLISE DA FUNÇÃO MOTORA, VIA SISTEMA “CATWALK” 
 
Para a avaliação da função motora, utilizamos o sistema automatizado 
CatWalk (Noldus Inc., Holanda, Figura 4), conforme descrito anteriormente (DE 
MEDINACELI; FREED; WYATT, 1982; BOMBEIRO et al., 2016a). Ao ser colocado 
na plataforma, o animal deambula sobre uma placa de vidro iluminada internamente 
com leds verdes, que realçam suas pegadas durante a marcha. Uma câmera de alta 
velocidade, localizada em baixo da plataforma, registra as pegadas e transfere as 
imagens para um computador. Com o auxílio de um software (CatWalk XT 10.5), 
dados referentes à largura e comprimento das patas são obtidos e aplicados à 
fórmula do Índice Funcional do Isquiático (SFI) (BAIN; MACKINNON; HUNTER, 
1989; BARBIZAN et al., 2013), SFI = 118,9((ETS - NTS)/NTS) - 51,2((EPL - 





esmagado; PL, comprimento da pegada e TS, distância entre o primeiro e o quinto 
dedo da pata ou largura total da pata. Os valores do SFI foram normalizados em 
função daqueles obtidos no pré-operatório, sendo expressos em porcentagem.  
Para análise da função sensório-motora, foram avaliados dois parâmetros 
gerados pelo CatWalk XT: 1) Max Intensity At (%), que representa a intensidade 
máxima aplicada pela pata do camundongo, na plataforma de vidro, durante a fase 
de apoio da marcha. É um indicativo de impulsão; 2) Max Contact Max Intensity, que 
é a medida da maior intensidade da pata, na maior área de contato com a 
plataforma. Pode ser empregada como uma medida de dor neuropática. 
Como forma de adaptação, antes da cirurgia, os camundongos andaram 
livremente no sistema por três vezes, durante 5 minutos cada. O teste iniciou-se 
antes do esmagamento do nervo, para a obtenção dos valores basais (pré-






Figura 4. Sistema ''CatWalk'’ (Walking Track Test). A) Imagem da plataforma de caminhada com a 
parte superior aberta. B) Equipamento ligado, vista anterior. C) Imagem da plataforma de caminhada 
com a parte superior fechada. D) Equipamento ligado, vista lateral. E) Câmera localizada na região 
inferior da plataforma, para captura das caminhadas. F) Visão inferior da plataforma com um animal. 
G) Imagem do animal caminhando sobre a plataforma vista pelo software. 
 
4.5 ANÁLISE DO LIMIAR NOCICEPTIVO – TESTE DE VON FREY ELETRÔNICO 
 
Os camundongos foram colocados, individualmente, em caixas de acrílico 
sem fundo (10 x 10 x 20 cm, L, P, A), acomodadas sobre uma grade de metal. Um 
espelho inclinado foi posicionado embaixo do aparato, para a visualização da região 





sem ruídos), com uma ponteira de polipropileno acoplada ao transdutor de força 
manual (anestesiômetro eletrônico, modelo EFF 301, Insight, Ribeirão Preto, Brasil), 
aplicamos uma força crescente no centro da pata lesionada, a fim de se gerar o 
reflexo de flexão plantar associado à retirada da pata. A intensidade da pressão 
aplicada foi demonstrada no visor do equipamento. Foram realizadas três medidas 
por animal, com intervalos aproximados de 10 min entre cada uma. Para que não 
houvesse risco de lesão tecidual, o limite da pressão empregada foi de 8g. Os 
camundongos foram avaliados antes da cirurgia, a fim de se obter o valor basal e, 
então, do terceiro ao vigésimo oitavo dia pós-operatório, com intervalos de três dias 
entre os testes. Os valores obtidos foram normalizados pela média da intensidade 
da pressão basal.  
 
4.6 OBTENÇÃO DE MATERIAL PARA ANÁLISE HISTOLÓGICA 
 
4.6.1 Procedimento de eutanásia 
 
Meia hora antes do início do procedimento de eutanásia, foi administrado 
cloridrato de tramadol aos animais (60mg/Kg). Após overdose de anestésico 
(cetamina, 400mg/Kg e xilasina, 80mg/Kg, intraperitoneal), os animais foram 
apoiados sobre uma superfície, onde foi realizada a laparotomia, seguida da 
toracotomia. Ao se expor a cavidade torácica, ainda com o coração realizando seus 
movimentos, foi realizada uma pequena incisão no átrio direito e o camundongo foi 
imediatamente submetido à perfusão transcardíaca com salina tamponada (NaCl 
0,9% em tampão fosfato de sódio, pH 7,4), seguida de fixador (paraformoldeído 4% 
em tampão fosfato de sódio, pH 7,4). As vísceras foram retiradas e o tronco, 
juntamente com a região proximal dos membros superiores e inferiores foram 
mantidos no mesmo fixador (4ºC) até o momento da disseção medular. 
 
4.6.2 Procedimento de dissecação e congelamento 
 
Pós-fixadas (overnight, 4ºC), as amostras foram dissecadas com auxílio de 
uma lupa cirúrgica. Para expor a medula espinal, localizada dentro do canal 
vertebral, a musculatura do dorso foi rebatida com o auxílio de um bisturi até a 





preferencialmente na região entre a lâmina e o pedículo do arco vertebral, com uma 
pinça nº 4, no sentido crânio-caudal. Em seguida, as raízes nervosas foram 
cortadas, bilateralmente, assim como a cauda equina e o filamento terminal, com 
uma microtesoura, para que a medula espinal fosse desprendida do canal vertebral. 
Por fim, com o uso de uma navalha, a intumescência lombar foi isolada e incubada 
em solução de sacarose 10%, 20% e 30% (24h cada, 4ºC). Ao final, os espécimes 
foram congelados em meio de congelamento tecidual (-37ºC) e armazenados (-




Os cortes histológicos (12µm) foram obtidos em um criostato a -25ºC (Microm 
GmbH, HM 525, Ser. No. 39035, Germany), montados em lâminas de vidro 
previamente gelatinizadas e mantidos a -20ºC até o uso. Para cada animal, foram 
preparadas trinta lâminas e, em cada uma, fixados seis cortes da medula espinal. As 
secções contemplam duas regiões de cada segmento (L4, L5 e L6), conforme 
esquematizado na Figura 5. Ao se identificar o início de L4, a partir de sua 
morfologia, foram coletados trinta cortes seguidos desta região (um para cada 
lâmina de vidro). Feito isso, o material foi desbastado até a metade de L4, 
identificada com base na morfologia para que se capturassem novamente mais trinta 
cortes adjacentes. O mesmo foi feito para L5 e L6, a fim de se amostrar duas 
regiões de cada segmento medular por animal. Vale lembrar que, durante a 
criotomia, a morfologia da região coletada foi periodicamente verificada em uma 
lâmina teste, sendo comparada com o atlas da medula espinal de camundongos 






Figura 5. Plano de Corte e disposição do material na lâmina. Esquema do plano de corte utilizado 





Após climatização em temperatura ambiente, as lâminas foram lavadas em PB 
0,1M e incubadas com solução de bloqueio (BSA 3% em PB 0,1M; 1h, temperatura 
ambiente). Em seguida, o material foi incubado em câmera úmida, com os 
anticorpos primários (Tabela 1) diluídos em solução de incubação (BSA 1,5% e 
triton X-100 0,2% em PB 0,1M), overnight, 4ºC. Após lavagens, os anticorpos 
secundários (Tabela 1), específicos aos primários e conjugados a fluoróforos foram 
diluídos conforme acima e incubados (45min, temperatura ambiente). Após 
lavagens, a lamínula de vidro foi posicionada sobre o material em glicerol (3:1 
glicerina:PB), contendo DAPI (corante fluorescente que evidencia núcleo, 1:1000). 
As secções foram analisadas e fotografadas ao microscópio de fluorescência (Leica 











Tabela 1. Anticorpos utilizados nas imunomarcações 
Alvo Hospedeiro Conjugado Diluição Marca Código 
Sinaptofisina* Coelho - 1:1000 Novus Biologicals NBP2-25170 
Iba-1* Coelho - 1:750 Wako 019-19741 
GFAP* Coelho - 1:750 Abcam AB7260 
MHC Class I* Rato - 1:100 BMA Biomedicals T-2105 


























Anticorpos primários* e secundários** 
 
4.8 QUANTIFICAÇÃO DA IMUNOFLUORESCÊNCIA 
 
As imagens capturadas e salvas com auxílio do microscópio de fluorescência 
foram quantificadas posteriormente, em densidade integrada de pixels, utilizando-se 
software específico (ImageJ 1.48v Wayne Rasband, National Institutes of Health, 
USA). A lâmina IX de Rexed, da coluna anterior da medula espinal, ipsilateral à 
lesão nervosa periférica, em um aumento de 20x, foi a área quantificada para os 
anticorpos Iba-1, GFAP, MHC-I e PirB. Os dados foram expressos como a média da 
razão do lado ipsilateral pelo controle negativo de cada linhagem (GFAP, MHC-I e 
PirB) ou como a média dos valores absolutos da densidade integrada de pixels 
(unidade arbitrária), quando constatamos diferença entre os controles negativos de 





Já para sinaptofisina, as imagens foram capturadas em aumento de 40x e 
realizou-se a quantificação da densidade integrada de pixels em oito pontos 
equidistantes (e com o mesmo diâmetro) ao redor do motoneurônio avaliado, na 
Lâmina IX de Rexed (Figura 6). Os dados foram expressos como a média da razão 
do lado ipsilateral pelo contralateral, de cada secção. 
 
Figura 6. Imagem ilustrativa da quantificação da marcação anti-sinaptofisina. Analisou-se, em 
imagens com aumento de 40x, oito pontos equidistantes ao redor do corpo de motoneurônios da 
coluna anterior da medula espinal. 
 
4.9 PCR EM TEMPO REAL (QRT-PCR) 
 
Os animais C57BL/6J e A/J foram submetidos ao esmagamento do nervo 
isquiático (n=3 por linhagem), em ambiente adequado, e aqueles que não sofreram 
lesão (C57BL/6J, n=4; A/J, n=3) foram utilizados como controle negativo. No sétimo 
dia após a lesão (período de maior retração sináptica) os camundongos sofreram 
eutanásia por overdose anestésica (quetamina e xilasina – dopalen e anasedan, 
respectivamente) e foram perfundidos transcardicamente com sacarose (30%, 4ºC) 
através do ventrículo esquerdo. A medula espinal desses animais, na altura da 
intumescência lombar, foi coletada e em seguida congelada em meio de 






Dissecções com 12 μm de espessura foram obtidas em criostato e dispostas 
em lâminas RNAse free, sendo, em seguida armazenadas em biofreezer (-80ºC) 
para posterior microdissecção (Laser Microdissection (PALM) no Laboratory Of 
Multiuser Equipment do Laboratory of Molecular Genetics na Faculdade de Ciências 
Médicas da Unicamp).  
Para que fosse possível visualizar os motoneurônios da lâmina IX de Rexed, 
para microdissecção, realizou-se coloração para a técnica com kit específico 
(Arcturus® HistoGene® LCM Frozen Section Staining Kit, ThermoFisher, KIT 0401), 
que, em resumo, trata-se de banhos de etanol 75%, 95% e 100%, água destilada e 
xilol, além do corante contido no kit. O RNA das amostras coletadas foi isolado com 
kit específico (Arcturus® PicoPure® RNA Isolation Kit, ThermoFisher, KIT 0204), 
utilizando-se tampão de extração, condicionamento, água, etanol 70% e passando 
por colunas de purificação. Vale ressaltar que durante o isolamento do RNA, 
realizou-se tratamento com DNase, também descrito pelo fabricante. 
Em seguida, o DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 20ng de 
RNA, usando-se um kit específico e seguindo-se as instruções do fabricante (High 
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems, número do catálogo: 
4374966). Ao RNA isolado (10μL) foi acrescentado um volume igual de uma mistura 
de reagentes, contendo tampão de reação, dNTP, primers, inibidor de RNAse, 
transcriptase reversa e água. As amostras foram levadas ao termociclador, onde o 
cDNA foi sintetizado (a 37ºC, 120min). 
Em vista da baixa quantidade de RNA previamente obtido, realizou-se a pré-
amplificação do cDNA referente aos genes de interesse (Tabela 2), a partir de um kit 
específico (TaqMan™ PreAmp Master Mix Kit, catalog number: 4384267). Em 
resumo, para cada amostra de cDNA (12,5μL), foi acrescentada uma mistura de 
igual volume, contendo todos os primers (ensaios TaqMan) diluídos em água, à 
concentração final de 0,05x cada. Em seguida, foram adicionados 25μL de TaqMan 
PreAmp Master Mix (2x) e as amostras foram amplificadas (1º ciclo: 10min, 95ºC; 
seguido de 10 ciclos: 15s, 95ºC, 4min, 60ºC). 
Por fim, as amostras (em triplicatas) foram amplificadas por meio da reação de 
RT-PCR em tempo real. Para cada uniplicata, foi adicionado o produto da pré-





20x; 1μL; Tabela 2), água (4μL) e o reagente TaqMan Gene Expression Master Mix 
2x (TaqMan™ Gene Expression Master Mix, catalog number: 4369016; 10μL). A 
reação se deu no termociclador, da seguinte maneira: 1º ciclo, 10min, 95ºC; 45 
ciclos seguintes, 10s, 95ºC, 1min, 60ºC. Após análise pelo plug in “Best Keeper” 
(Biotechnology Letters, 26:509-512), o gene GAPDH foi escolhido como o endógeno 
apropriado. A expressão dos demais genes, normalizados pelo GAPDH, foi obtida 
aplicando-se a fórmula 2-ΔΔCt, em que cada linhagem teve como calibrador seu 
respectivo controle negativo. 
 











4.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Para os dados comportamentais e histológicos (imunofluorescência), realizou-
se ANOVA de uma via nas análises individuais (dentro da mesma linhagem), 
seguido do pós-teste Turkey de comparações múltiplas. Quanto às análises 
interlinhagens, realizou-se ANOVA de duas vias, seguido do pós-teste Sidak’s de 
comparações múltiplas. Ademais, utilizou-se o teste t de Student nos controles 
negativos, a fim de se identificar possíveis diferenças no estado basal das 





(qRT-PCR), aplicou-se o teste t de Student nas comparações entre as linhagens, 






5. RESULTADOS  
 
5.1 COBERTURA SINÁPTICA  
 
Realizou-se imunofluorescência para sinaptofisina em animais de todos os 
grupos experimentais, pois se trata de uma proteína presente nas vesículas dos 
terminais pré-sinápticos. Mudanças na expressão desse marcador na medula 
espinal foram vistas ao longo do tempo, após o esmagamento do nervo isquiático 
esquerdo (Figura 7A). 
Os animais C57BL/6J apresentaram uma diminuição progressiva na expressão 
de sinaptofisina até o sétimo dia após a lesão (7 dal), quando há maior retração 
sináptica (Figura 7B). No primeiro dia após a lesão, já se observa uma redução de 
cerca de 24% da cobertura sináptica (CN x 1 dal, p<0,01), a qual diminui em 50% no 
sétimo dia após a lesão (CN x 7 dal, p<0.0001). No vigésimo oitavo dia após a lesão, 
observa-se uma recuperação da cobertura sináptica, contudo, ainda inferior àquela 
do grupo intacto (CN x 28 dal, p<0.05).  
Os camundongos A/J também apresentaram uma diminuição progressiva na 
cobertura sináptica ao longo do tempo (Figura 7C), porém, o controle negativo se 
diferencia estatisticamente dos demais grupos apenas no dia 7, quando há queda de 
aproximadamente 50% da imunomarcação de sinaptofisina (CN x 7 dal, p<0,001, 
Figura 7C).  É interessante notar que ao vigésimo oitavo dia, a cobertura sináptica 
volta a se equiparar ao controle negativo (1dal x 28 dal, p>0,05). 
Por fim, ao compararmos as linhagens entre si, não observamos diferenças 







Figura 7. Comparação da cobertura sináptica, através da imunomarcação de sinaptofisina, nas 
linhagens C57BL/6J e A/J, ao longo do tempo. (A) Imagens representativas da cobertura sináptica na 
medula espinal. Observa-se uma diminuição progressiva da cobertura sináptica, até o sétimo dia 
após a lesão (7 dal), com recuperação ao 28º dal, em ambas as linhagens. É possível observar com 
maior detalhamento essas diferenças tanto nos camundongos C57BL/6J (B) quanto nos A/J (C). Não 






5.2 EXPRESSÃO DE MHC-I 
 
Analisou-se, ao longo do tempo, a reatividade da molécula de MHC-I na 
medula espinal dos camundongos C57BL/6J e A/J, após lesão nervosa periférica 
(Figura 8A). Em ambas as linhagens, a imunomarcação é menos intensa no 
controle negativo, elevando-se após a lesão, com predomínio na região da glia e 
dendritos (Figura 8A ).  
Nos animais C57BL/6J observamos aumento progressivo da expressão de 
moléculas do MHC-I após o esmagamento do nervo isquiático (Figura 8B), o qual 
passa a ser estatisticamente significativo no quinto dia após a lesão (CN x 5 dal, 
p<0,01), atingindo o pico no sétimo dia (aumento de 92 vezes, CN x 7 dal, p<0,0001; 
Figura 8B). Vale observar que não há diferença entre o quinto e o sétimo dia após 
lesão (5 dal x 7 dal, p>0,05) e, no vigésimo oitavo dia, os valores decaem, se 
aproximando àqueles do controle negativo (CN x 28 dal, p>0,05). 
Similarmente aos camundongos C57BL/6J Unib, os animais A/J apresentaram 
pico de marcação no sétimo dia após a lesão (aumento de 81 vezes, CN x 7 dal, 
p=0,0001; Figura 8C). Contudo, o aumento da expressão de moléculas do MHC-I 
não foi progressivo, ou seja, não constatamos diferenças entre o controle negativo e 
outro grupo intermediário ao dia 7. Ao vigésimo oitavo dia, os valores da 
imunomarcação de MHC-I diminuem, se equiparando ao basal (CN x 28 dal, 
p>0.05). 
Quando realizada a comparação entre as linhagens C57BL/6J e A/J, observou-
se maior expressão de MHC-I nos animais C57BL/6J no quinto dia após a lesão 






Figura 8. Expressão de moléculas de MHC-I nas linhagens C57BL/6J e A/J, ao longo do tempo. (A) 
Imagens representativas da imunomarcação de MHC-I na medula espinal. Observa-se diferença na 
expressão de MHC-I ao longo do tempo, em que a linhagem C57BL/6J (B) apresenta um aumento 
progressivo, com pico no 7 dal, ao passo que a linhagem A/J (C) apresenta um aumento súbito na 
marcação no 7 dal. As linhagens só apresentam diferença significativa (p<0,05) no 5 dal (D). *p<0,05; 






5.3 REATIVIDADE MICROGLIAL 
 
 A reatividade microglial foi avaliada com base na imunomarcação de Iba-1, 
uma proteína ligante de cálcio característica de macrófagos. Em ambas as 
linhagens, observamos que as células se tornam mais hipertróficas após a lesão, ou 
seja, há um intumescimento do corpo celular, acompanhado por retração dos 
prolongamentos (Figura 9A, setas). Além disso, na primeira semana após a lesão 
observamos maior quantidade de células na região ipsilateral da medula, 
característica de hiperplasia (Figura 9A). 
Os animais C57BL/6J apresentam aumento crescente de imunomarcação até o 
dia sete após a lesão, quando se deu um pico de expressão de Iba-1 (Figura 9B). 
Ao compararmos o controle negativo (basal) com os demais grupos, observamos 
maior reatividade microglial nos dias 5 (CN x 5 dal, p<0,05) e sete após a lesão (CN 
x 7dal, p=0,001), sendo que no dia 28 os valores decaem (7 x 28 dal, p<0,01) e se 
aproximam do basal (CN x 28 dal, p>0,05).  
Nos camundongos A/J observamos uma dinâmica parecida, com pico de 
marcação no dia 7 (CN x 7dal, p<0,0001) e queda no dia 28 (7 x 28 dal, p<0,001), 
quando os valores se aproximam do nível basal (CN x 28 dal, p>0,05) (Figura 9C). 
Por meio da análise de variância de duas vias, constatamos que a linhagem 
A/J apresentou aproximadamente o dobro de reatividade microglial que os animais 
C57BL/6J no dia 7 (p<0,001; Figura 9D), não diferindo nos demais dias após a 
lesão. Contudo, vale destacar que a comparação entre os controles de ambas a 
linhagens nos revelou que os animais A/J apresentam, em condições basais, 






Figura 9. Reatividade microglial nas linhagens C57BL/6J e A/J, após lesão nervosa periférica. (A) 
Imagens representativas da imunomarcação de Iba-1 na medula espinal. As setas indicam células 
hipertróficas. A linhagem C57BL6J (B) apresenta aumento progressivo na expressão de Iba-1, 
atingindo o pico de imunomarcação no dia 7 após a lesão. A linhagem A/J (C) também apresenta 
aumento gradual da reatividade microglial, com pico no dia 7., mesmo dia em que se difere da 






5.4 REATIVIDADE ASTROGLIAL 
 
A reatividade astroglial foi analisada por meio da imunomarcação de GFAP, 
uma proteína do citoesqueleto que, no SNC, é expressa apenas por astrócitos. Em 
ambas as linhagens é possível observar que, após a lesão, ocorre um aumento na 
quantidade dessas células na região ipsilateral à lesão, muitas das quais se 
encontram claramente hipertróficas (Figura 10A). 
A linhagem C57BL6/J não apresenta alterações significativas na quantificação 
de GFAP ao longo do tempo (Figura 10B), todavia, existe uma tendência de 
aumento da imunomarcação no terceiro dia, quando os níveis de GFAP passam a 
ser aproximadamente o dobro em comparação àqueles do controle negativo (CN x 3 
dal, p=0,06; Figura 10B). 
Na linhagem A/J (Figura 10C), observa-se um aumento crescente até o quinto 
dia após lesão, quando há o quádruplo de marcação, em comparação ao controle 
negativo (CN X 5 dal, p<0,01).  
Entre as linhagens, há diferença apenas no quinto dia após lesão (p=0,001), 







Figura 10. Comparação da reatividade astroglial nas linhagens C57BL/6J e A/J após lesão nervosa 
periférica. (A) Imagens representativas da imunomarcação de GFAP na medula espinal. Observam-
se variações na expressão de GFAP ao longo do tempo em ambas as linhagens, contudo, na 
linhagem C57BL/6J essa variação não é significativa. (B) A linhagem A/J apresenta pico de 
astrogliose no quinto dia após a lesão, mesmo dia em que se diferencia do grupo C57BL/6 J pelo 






5.5 EXPRESSÃO DE PIRB 
 
A imunomarcação de PirB foi observada tanto no controle negativo, quanto em 
todos os demais grupos após a lesão, em ambas as linhagens (Figura 11A). É 
interessante notar que, em todos os grupos, há neurônios imunomarcados para PirB, 
porém, à medida que a marcação se intensifica no tecido, ela torna-se mais evidente 
na glia e nos dendritos (neurópilo) (Figura 11A). Não é regra que todos os neurônios 
de uma mesma região estejam marcados, pois observamos a imagem negativa de 
motoneurônios em regiões marcadas com PirB (Figura 11A).  
Na linhagem C57BL/6J se observa um pequeno aumento na expressão de PirB 
no primeiro dia após lesão, quando comparado ao controle negativo,(CN x 1 dal, 
p<0,01; Figura 11B). Contudo, o pico de expressão de PirB se deu no terceiro dia 
após lesão (CN x 3 dal, p<0,0001), decaindo no quinto dia (3dal x 5dal, p<0,001), a 
partir de quando se aproxima do basal (Figura 11B).  
Na linhagem A/J, observa-se que a expressão de PirB é aproximadamente 
cinco vezes maior no terceiro e quinto dia após lesão, em comparação ao controle 
negativo (CN x 3 dal, p<0,0001; CN x 7 dal, p<0,0001; Figura 11C). No sétimo dia 
há queda na expressão de PirB, com valores próximos ao basal, que se mantêm até 
o dia 28 (Figura 11C).  
Quando comparadas as linhagens entre si, observa-se que no primeiro dia 
após a lesão, a expressão de PirB é maior no grupo C57BL/6J (p<0,05), ao passo 
nos dias 3 e 5 esse cenário se inverte, ou seja, os animais A/J apresentam mais PirB 
(p<0,0001 nos dois tempos; Figura 11D). Entre os grupos controle negativo, sete e 







Figura 11. Expressão de PirB nas linhagens C57BL/6J e A/J, após lesão nervosa periférica. (A) 
Imagens representativas da imunomarcação de PirB na medula espinal. As pontas de setas e setas 
indicam corpos de neurônios não marcados e marcados, respectivamente. A linhagem C57BL6J (B) 
apresentou pico de expressão de PirB no terceiro dia após a lesão, enquanto que os animais A/J (C) 
alcançam o pico no quinto dia após lesão. (D) As linhagens apresentam diferença entre si no 






5.6 RT-PCR EM TEMPO REAL (QRT-PCR) 
 
Com base na quantificação da sinaptofisina, demos sequência à análise da 
expressão gênica de beta-2 microglobulina (subunidade da molécula de MHC-I), 
PirB e componentes da cascata de sinalização de PirB (crmp2, cofilina, trkb e shp2). 
Então, motoneurônios foram microdissecados da lâmina IX de Rexed da medula 
espinal de camundongos de ambas as linhagens, no período em que houve maior 
retração sináptica (7 dias após lesão), bem como em condições basais (Figura 
12A).  
Nenhuma diferença foi observada quanto à expressão de b2m nos animais 
C57BL/6J e A/J (Figura 12B). Curiosamente, não houve amplificação de pirb, tanto 
em condições basais, quanto 7 dias após a lesão em ambas as linhagens. Com 
relação às demais moléculas, observamos que a lesão periférica estimulou aumento 
da expressão de crmp2, cofilina e shp2 nos animais C57BL/6J, porém, manteve 
inalterada a expressão dos mesmos genes na linhagem A/J (Figura 12C – E). Ao 
compararmos as linhagens entre si, vemos que no sétimo dia, a expressão de 







Figura 12. Expressão relativa de beta-2 microglobulina (β2m) e dos genes envolvidos na cascata de 
sinalização de PirB (trkb, cofilina, crmp2 e shp2) em motoneurônios da medula espinal. No dia 7 após 
a lesão (7 dal), não observamos diferença na expressão gênica de β2m entre as linhagens (A), 
contudo, constatamos maior expressão de crmp2 (C), cofilina (D), shp2 (E) e trkb (F) nos animais 
C57BL/6J em comparação aos A/J. Ainda, a expressão desses genes não se alterou entre os animais 
A/J (B-F), ao passo que nos camundongos C57BL/6J, a lesão estimulou a expressão de crmp2 (C), 






5.7 RECUPERAÇÃO DA FUNÇÃO MOTORA  
 
Não foram encontradas diferenças significativas no índice funcional do 
isquiático (SFI), ao longo do tempo, entre as linhagens estudadas (ANOVA de duas 
vias, P>0,05). Porém, quando analisados isoladamente, notam-se algumas 
diferenças no padrão de recuperação da marcha.  
Nos camundongos C57BL/6J (Figura 13A), observa-se que o SFI diminui para 
zero aos 3 dias após a lesão, indicando perda total dos movimentos. Valores nulos 
ou próximos a zero são observados até o 10º dia, a partir de quando os animais 
voltam a recuperar gradativamente os movimentos. Durante a recuperação da 
marcha, pequenas oscilações nos valores do SFI são observadas. Observamos que, 
no 14º dia, o SFI foi próximo a 57%, sem que houvesse diferença significativa em 
relação ao pré-operatório (basal, equivalente a 100%, ANOVA de uma via, p>0,05). 
Contudo, ocorreu uma pequena queda no 15º dia (basal vs 15d: P<0,05), que foi 
revertida no 16º dia, a partir de quando não observamos mais diferenças em relação 
ao pré-operatório. Cabe ressaltar que aos 28 dias o valor do SFI corresponde a 
aproximadamente 91% do basal. 
Para a linhagem A/J (Figura 13B), observa-se um comportamento semelhante 
ao da linhagem C57BL/6J nos primeiros dias, quando os valores do SFI 
permaneceram próximos a zero, com uma pequena variação até o 11º dia (-1d vs 3 
a 11d, P<0,001). Contudo, no 12º dia os animais A/J apresentaram melhora 
substancial, com a média do SFI próxima a 70%, não havendo mais diferença 
estatística quando comparado ao pré-operatório (P>0,05). Curiosamente, no dia 
seguinte (13º) há uma regressão notável no SFI, que permanece em queda até o 16º 
dia (P<0,01). A partir desse ponto os animais melhoram progressivamente, contudo, 
ocorrendo uma queda transitória no 19° dia (-1d vs 19d, P<0.001). Ao fim do 







Figura 13. Recuperação da Função Motora. Índice Funcional do Isquiático, ao longo do tempo, das 
linhagens (a) C57BL/6J e (b) A/J. ϕ = P<0,001; λ= P<0,01; *= P<0,05 em relação ao controle negativo 
(CN). (c) Captura das pegadas da linhagem C57BL/6J, realizada pelo sistema CatWalk, em diferentes 
dias. As setas brancas apontam para a pata posterior esquerda (LH), que está ausente no 3º dia após 
a lesão (DAL). RF, right front (pata anterior direita); RH, right hind (pata posterior direita); LF (pata 
anterior esquerda). 
 
5.8  INTENSIDADE MÁXIMA DE PRESSÃO DURANTE A PROPULSÃO  
 
A intensidade máxima de pressão exercida pela pata durante a fase de apoio é 
uma medida que, indiretamente, está relacionada à propulsão. Sua diminuição pode 
sugerir aumento da sensibilidade ou desuso do membro.  
Valores nulos ou próximos a zero foram vistos do terceiro ao décimo dia após a 
cirurgia em ambas as linhagens, ocorrendo uma pequena melhora no 11º dia 
(Figura 14). Contudo, apenas no 12º dia há um aumento relevante na intensidade 
aplicada pela pata lesionada, de 83% para os animais C57BL/6J (Figura 14A) e 





A partir do 12º dia, não observamos mais diferenças significativas em relação 
ao pré-operatório para ambas as linhagens. Contudo, nos chama atenção a 
ocorrência de duas quedas nos valores da máxima intensidade no grupo C57BL/6 J 
no restante do experimento. A primeira delas, mais marcante, ao 18º dia e a 
segunda, menos evidente, ao 22º dia. Em ambos os casos não houve diferença em 
comparação ao pré-operatório (Figura 14A). O mesmo padrão foi constatado para o 
grupo A/J, porém, houve uma queda marcante no 15º dia e uma segunda, mais sutil, 
no 19º dia. Novamente, não observamos diferenças em relação ao pré-operatório 
(Figura 14B). Ao 28° dia os animais C57BL/6J recuperaram 99,6% da intensidade 
em relação ao pré-operatório, ao passo que os A/J apresentam 85,3%.  
De acordo com a ANOVA de duas vias, seguida do pós-teste de Bonferroni, 






Figura 14. Intensidade Máxima de pressão na fase de apoio.  Média da intensidade máxima de 
pressão ao longo do tempo, dos animais da linhagem (A) C57BL/6J, (B) A/J ou (C) ambas. γ, 







5.9 INTENSIDADE MÁXIMA DE PRESSÃO NA FASE DE APOIO  
 
A avaliação da Max contact Max Intensity é o valor da máxima intensidade no 
maior contato da pata com a plataforma de vidro e pode ser considerada como uma 
medida indireta de dor neuropática.  
Em relação à linhagem C57BL/6J, fica evidente que os animais não apoiam a 
pata lesionada até o dia 9. A partir daí os valores da intensidade máxima de pressão 
na fase de apoio começam a aumentar, atingindo o pico no 14º dia, momento este 
em que há aproximadamente 84% da recuperação quando comparado ao valor 
basal (Figura 15A). Contudo, no 15º dia há uma pequena queda (estatisticamente 
não significativa) que se prolonga até o 19º dia. Valores próximos a 100% foram 
observados a partir do dia 21.  
 Os animais da linhagem A/J apresentam uma dinâmica parecida (Figura 
15B), ou seja, nos 10 primeiros dias após a lesão apresentam valores nulos ou 
próximos à zero, o que evidencia o desuso do membro afetado. Contudo, o pico da 
intensidade máxima de pressão na fase de apoio foi ligeiramente antecipado, para o 
12º dia (83%). Novamente, observamos uma discreta queda, que se mantém até o 
17º dia e, a partir do 21º dia, também observamos valores próximos a 100%.  
Através do teste ANOVA de duas vias, não encontramos diferença entre as 






Figura 15. Intensidade máxima de pressão na fase de apoio. Média da intensidade máxima de 
pressão na fase de apoio ao longo do tempo, dos animais da linhagem (A) C57BL/6J, (B) A/J ou (C) 
ambas. γ, P<0,0001; ϕ, P<0,001; λ, P<0,01; *, P<0,05 em comparação ao basal (ANOVA de uma via, 






5.10 ANÁLISE DO LIMIAR NOCICEPTIVO 
 
O Teste de Von Frey, utilizado para análise da intensidade do limiar 
nociceptivo, foi aplicado em ambas as linhagens C57BL/6J e A/J. Os dados 
apresentados estão normalizados em função do pré-operatório (basal), que 
corresponde a zero. Valores positivos são diretamente proporcionais à hiperalgesia, 
enquanto que valores negativos indicam, também proporcionalmente, analgesia.  
De acordo com a Figura 16A, observamos que os animais C57BL/6J 
apresentam estado de analgesia no 4º e 7º dia após a cirurgia. Do dia 7 ao 14, 
observamos uma inversão no gráfico, quando os animais passam para um estado de 
hiperalgesia aos 14 dias, cruzando o ponto “zero” no dia 11. Cabe ressaltar que o 
pico de hiperalgesia ocorre no dia 14, decaindo a partir de então. No dia 21, os 
valores estão próximos ao basal. Os animais A/J apresentam padrão similar aos 
C57BL/6 J (Figura 16B), salvo no 21º dia após a lesão, quando observamos o ápice 
da resposta hiperálgica.  
Ao compararmos as linhagens entre si, observamos diferença somente no 21º 






Figura 16. Teste de von Frey para o limiar nociceptivo. Média do peso de retirada (g) depois da 
cirurgia subtraído do valor pré-cirurgico, dos animais da linhagem (A) C57BL/6J, (B) A/J ou (C) 
ambas. ϕ, P<0,001; λ, P<0,01 em comparação ao basal (ANOVA de uma via, seguida do pós-teste de 








Lesões nervosas podem causar grandes perdas funcionais. Contudo, diferente 
do sistema nervoso central (SNC), o sistema nervoso periférico (SNP) apresenta 
maior potencial de regeneração, o qual nem sempre é plenamente alcançado 
(SIDDIQUE; THAKOR, 2013). As lesões nervosas periféricas (LNP) ocorrem com 
frequência em humanos e animais, levando a severas e duradouras disfunções 
fisiológicas e funcionais (WOJTKIEWICZ et al., 2015). As causas dessas lesões são 
múltiplas e distintas, podendo incluir eventos de origem traumática ou resultantes de 
lesões iatrogênicas, sendo a maioria medicamentosa ou cirúrgica (ALVITES et al., 
2018).  
A repercussão de lesões axonais periféricas no SNC vem sendo o foco de 
diversos estudos, visto que as alterações retrógradas influenciam no potencial 
regenerativo, bem como a recuperação funcional. A plasticidade neural decorrente 
da axotomia periférica, apesar de bem identificada morfologicamente, é pouco 
compreendida em termos moleculares. Seu entendimento pode indicar novas 
abordagens terapêuticas, melhorando o sucesso na recuperação clínica de 
pacientes. Ainda, pode indicar o potencial regenerativo individual, bem como auxiliar 
no prognóstico de resposta a tratamentos farmacológicos e cirúrgicos. 
A avaliação da cobertura sináptica na medula espinal, após lesão nervosa 
periférica traz informações importantes sobre a manutenção dos circuitos espinais 
relacionados aos motoneurônios danificados (BARBIZAN et al., 2013). Por exemplo, 
um neurônio axotomizado é incapaz de conduzir a informação até o alvo, logo, 
grande parte de suas sinapses torna-se disfuncional. Nesse sentido, após axotomia 
periférica observa-se redução na cobertura sináptica em decorrência do 
destacamento dos botões sinápticos excedentes, o que vem a ser benéfico ao 
processo regenerativo, visto que o gasto energético volta-se aos mecanismos de 
reparo celular e não à condução de impulsos que não atingem o alvo (OLIVEIRA et 
al., 2004; EMIRANDETTI et al., 2006; SABHA et al., 2008). Não obstante, 
constatamos redução progressiva da cobertura sináptica em animais C57BL/6J e A/J 
axotomizados, com maior queda sete dias após a lesão, em ambos os grupos. Em 
estudo anterior, (EMIRANDETTI et al., 2006), empregando a transecção do nervo 
isquiático, demonstraram maior redução de imunorreatividade anti-sinaptofisina ao 





comparativamente a camundongos C57BL/6J. Tais resultados foram 
correlacionados com mais elevados níveis de MHC-I na linhagem A/J. 
No presente estudo, observamos maior expressão de moléculas do MHC-I na 
medula espinal das duas linhagens nesse mesmo tempo (7 dias), corroborando os 
estudos que demonstram a participação dessa molécula no processo de plasticidade 
sináptica, especificamente na manutenção seletiva de sinapses inibitórias 
(OLIVEIRA et al., 2004; SABHA et al., 2008; THAMS; OLIVEIRA; CULLHEIM, 2008). 
Contudo, em contraste aos nossos achados, Sabha et al. (SABHA et al., 2008) 
reportaram que nos animais A/J a expressão de MHC-I e a retração sináptica eram 
maiores que nos C57BL/6J, sete dias após lesão periférica, igualando mais 
tardiamente, três semanas após a neurotomia. Segundo os autores, as respostas 
mais proeminentes resultariam em um processo regenerativo inicial mais bem 
sucedido, em função do redirecionamento energético (SABHA et al., 2008).  Um fato 
interessante foi que, em nossos experimentos, constatamos maior expressão de 
moléculas do MHC-I nos animais C57BL/6J cinco dias após a lesão, quando já há 
uma redução evidente na cobertura sináptica, a qual, entretanto, é igual entre as 
linhagens. À luz do que foi discutido acima, seria plausível pensar que o processo de 
resposta retrógrada inicial estaria sutilmente mais avançado nos animais C57BL/6J 
em relação aos A/J, os quais atingiriam o mesmo patamar logo em seguida, sete 
dias após a lesão. Contudo, é necessária uma análise mais detalhada acerca dos 
inputs sinápticos preservados, a fim de se obter o balanço entre terminais 
excitatórios e inibitórios. Em todo caso, nossos dados reforçam a possível função 
pleiotrópica exercida pelas moléculas do MHC-I que, em nosso modelo 
experimental, não estão envolvidas com a clássica apresentação antigênica aos 
linfócitos T CD8, uma vez que não há quebra da barreira hematoencefálica após 
axotomia do nervo isquiático (OKLINSKI; CHOI; KWON, 2015) e subsequente 
infiltração de linfócitos. 
 
Na literatura, foram demonstradas diferenças em vários aspectos da regeneração 
nervosa entre linhagens isogênicas de camundongos (LIDMAN et al., 2002), que nos 
remetem ao potencial regenerativo único de cada paciente humano. Os primeiros 
estudos datam da década de 1990, quando Lu e colaboradores (LU; SKAMENE; 





menor potencial regenerativo periférico que a linhagem A/J. Nesse estudo, os 
autores realizaram esmagamento do nervo isquiático e, 11 dias após, fizeram a 
contagem dos axônios mielinizados do coto distal do nervo, constatando menor 
número de fibras nos animais C57BL/6J que nos A/J (XIN et al., 1990). Também 
realizaram esmagamento de raiz dorsal e contagem de axônios mielínicos 14 dias 
após a lesão e o resultado foi semelhante (XIN et al., 1990). Em um estudo 
subsequente (LU; SKAMENE; RICHARDSON, 1994), o mesmo grupo investigou se 
a causa da disparidade na regeneração periférica poderia ser decorrente de 
diferenças genéticas entre as linhagens. Por meio de uma série de cruzamentos 
entre as linhagens, constataram que não havia qualquer polimorfismo gênico 
responsável por tal diferença (LU; SKAMENE; RICHARDSON, 1994). Outros 
estudos surgiram na tentativa de elucidar essa questão. Uma hipótese levantada foi 
que a diferença no potencial regenerativo poderia ser decorrente de características 
intrínsecas dos neurônios, ou de propriedades do microambiente da lesão periférica 
e das células envolvidas nesse processo.  
Oliveira e Langone (OLIVEIRA; LANGONE, 2000) realizaram um estudo no qual 
o nervo isquiático de camundongos de diferentes linhagens, incluindo C57BL/6 e 
A/J, foi transeccionado e, após 14 dias, o coto distal foi transplantado em animais 
descendentes F1 resultantes do cruzamento entre as linhagens. Por meio da 
contagem de axônios mielínicos, realizada quatro semanas após o transplante, os 
autores constataram que a taxa de regeneração era a mesma entre receptores 
resultantes do cruzamento de C57BL/6J e A/J, que receberam nervo em 
degeneração tanto de doadores C57BL/6J quanto de A/J. A taxa de regeneração 
também era semelhante entre camundongos C57BL/6J ou A/J que receberam, 
respectivamente, nervos isogênicos.  Com isso, os autores concluíram que as 
células da periferia não eram o fator limitante para a baixa regeneração observada 
nos animais C57BL/6J (OLIVEIRA; LANGONE, 2000). Ainda, o mesmo grupo 
investigou diferenças entre as linhagens no que diz respeito à fragmentação da 
mielina e à presença de neurofilamentos na fase aguda e subaguda da degeneração 
Walleriana (DE LA HOZ et al., 2003). Constataram que 1 e 3 dias após o 
esmagamento do nervo, havia mais neurofilamentos nos animais AJ que nos 
C57BL/6J. Além disso, também encontraram nos camundongos C57BL/6J mais 





2003), o que é sugestivo de um processo acelerado de limpeza tecidual, que 
precede a regeneração do nervo. Aos 7 dias após o esmagamento, não observaram 
mais diferenças entre as linhagens. Com base nesses achados, outros estudos 
surgiram para investigar se a diferença no potencial regenerativo periférico seria 
resultante de alterações no SNC (EMIRANDETTI et al., 2006; SABHA et al., 2008), 
conforme discutiremos adiante. 
A relação entre neurônios e células da glia está diretamente ligada à 
estabilização e manutenção dos contatos sinápticos, provendo um microambiente ao 
redor das sinapses ativas que limita a difusão de íons e modula a excitabilidade 
neuronal (ARAQUE; PEREA, 2004). Além disso, frente às lesões, células da glia 
participam ativamente do processo de destacamento sináptico, conferem 
neuroproteção através da liberação de fatores neurotróficos, reciclagem de 
neurotransmissores, dentre outros (CULLHEIM; THAMS, 2007; PEKNY; PEKNA, 
2014). 
Diante de um desequilíbrio à homeostase, a microglia responde de forma dual, 
podendo atuar tanto na degeneração, quanto na regeneração. No primeiro caso, 
pode produzir substâncias que, em grandes quantidades, tornam-se tóxicas, como 
TNF-α e espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio (WALTER; NEUMANN, 2009). 
A produção dessas substâncias é desencadeada por estímulos inflamatórios que, 
muitas vezes, são originados a partir da própria microglia ativada (KREUTZBERG, 
1996; COLTON, 2009). Por outro lado, as células microgliais também regulam a 
neuroinflamação, através da produção de citocinas anti-inflamatórias, além de 
fagocitarem debris celulares (limpeza tecidual) e produzirem fatores neuroprotetores, 
como o BDNF (CULLHEIM; THAMS, 2007; NEUMANN; KOTTER; FRANKLIN, 2008; 
WALTER; NEUMANN, 2009). Após lesões, a microglia também atua no 
destacamento das sinapses, interpondo seus prolongamentos entre os terminais pré 
e pós-sinápticos (CULLHEIM; THAMS, 2007; WALTER; NEUMANN, 2009). Em 
nossos experimentos, a microglia apresentou comportamento semelhante em ambas 
as linhagens, com pico de reatividade no sétimo dia após a lesão periférica, 
concomitantemente à maior expressão de MHC-I e à menor cobertura sináptica.  
A astrogliose é um fenômeno comum em decorrência de lesões no SNC, ou 
mesmo de danos ao SNP. Similarmente à microgliose, também visa a retomada da 





e reciclagem de neurotransmissores, como o glutamato (PEKNY; PEKNA, 2014), 
além de atuar na eliminação de sinapses (PEKNY; WILHELMSSON; PEKNA, 2014). 
Em estudos anteriores, nosso grupo demonstrou que a reatividade astroglial 
correlacionava-se ao aumento da retração sináptica (EMIRANDETTI et al., 2006) e 
das moléculas do MHC-I (SABHA et al., 2008; ZANON et al., 2010; BOMBEIRO et 
al., 2016a) na medula espinal, após axotomia periférica. Ainda, ao compararem as 
linhagens A/J e C57BL/6J entre si, Emirandettii e colaboradores (EMIRANDETTI et 
al., 2006) demonstraram que, uma semana após a transecção do nervo isquiático, 
camundongos A/J apresentavam maior reatividade astroglial, acompanhada de 
expressão reduzida de sinaptofisina. O mesmo foi observado por Sabha et al. 
(SABHA et al., 2008), contudo, acrescido do aumento da expressão de MHC-I. Em 
nossos experimentos, ao focarmos apenas no dia 7 após a lesão, notamos que 
também há mais astrócitos reativos em ambas as linhagens, em comparação ao 
grupo basal. Mais ainda, nesse mesmo tempo (7 dias) há maior imunomarcação de 
MHC-I e redução da sinaptofisina. Contudo, nas condições experimentais do 
presente estudo, as linhagens não diferiram entre si. Ao ampliarmos o tempo 
avaliado, o que vemos é que a reatividade astroglial oscila de forma não significativa 
na linhagem C57BL/6J, com aparente pico no dia 3, enquanto que nos animais A/J, 
os astrócitos estão nitidamente mais reativos no dia 5, diferindo-se dos C57BL/6J. 
Aparentemente, há uma antecipação na reatividade astroglial em ambas as 
linhagens, quando comparada aos trabalhos acima mencionados (EMIRANDETTI et 
al., 2006; SABHA et al., 2008). Acreditamos que essa diferença possa ser 
decorrente dos diferentes modelos de axotomia empregados, sendo que aqui 
realizamos o esmagamento do nervo, enquanto que nos demais estudos foi 
realizada a transecção. Uma vez que o esmagamento é mais ameno que transeção, 
sendo inclusive possível a regeneração do nervo no primeiro caso, acreditamos que 
os efeitos retrógrados da axotomia decorrente do rompimento total do nervo 
persistam por mais tempo, justificando, assim, as diferenças observadas. 
Assim como as moléculas do MHC-I, PirB pode estar relacionado à modulação 
da plasticidade sináptica e estabilidade da circuitaria neuronal (THAMS; OLIVEIRA; 
CULLHEIM, 2008). PirB apresenta-se como um receptor de alta afinidade para 
proteínas da mielina (NoGo, MAG e OMgp), inibindo a neuritogênese e crescimento 





de BDNF, NT3 e NT4), recrutando as fosfatases SHP1 e SHP2 que, por sua vez, 
desfosforilam o TrkB e, assim, inibem o crescimento de neuritos (FUJITA et al., 
2011). Foi proposto para PirB um outro mecanismo que confere estabilidade ao 
citoesqueleto, através da interação com a mielina. Frente à ligação com NoGo, MAG 
ou OMgp, PirB recrutaria, na sua cascata de sinalização, crmp2 e cofilina que, 
respectivamente, interage com microtúbulos e atua na despolimerização da F-actina, 
inibindo a neuritogênese (LLORENS; GIL; DEL RÍO, 2011). Em nossos 
experimentos, não constatamos expressão gênica de PirB em motoneurônios, sete 
dias após o esmagamento do nervo, em ambas as linhagens. Porém, nos animais 
C57BL/6J, observamos a manutenção da transcrição gênica do TrkB e o aumento 
na expressão de shp2, crmp2 e cofilina, sugerindo que, naquele momento, os 
neurônios motores estavam mais propensos a se manter desvinculados de inputs 
pré-sinápticos, tendo em vista sua não funcionalidade em termos de propagação do 
impulso nervoso axonal. E isso pode ser benéfico, uma vez que a célula volta seu 
gasto energético aos mecanismos de reparo celular. Nos animais A/J, por sua vez, 
observamos queda do TrkB e manutenção dos demais transcritos analisados, 
também sugestivo de estabilidade da circuitaria neuronal. 
Complementarmente à inibição da neuritogênese, também foi relatado que PirB 
atua no controle da motilidade de macrófagos, pois em animais nocautes em PirB 
(PirB-KO) essas células são mais reativas, com maior capacidade de aderência e 
espraiamento (PEREIRA et al., 2004). Em um estudo anterior, constatamos 
ausência de PirB em projeções de células microgliais cultivadas in vitro, as quais 
passavam a expressar PirB ao longo do tempo, conforme tornavam-se mais 
aderidas (BOMBEIRO et al., 2016b).  Nesse mesmo estudo, observamos que 
astrócitos fibrosos, presentes na substância branca e pouco reativos, também 
expressavam PirB (BOMBEIRO et al., 2016b). Deng e colaboradores constataram a 
expressão de PirB em astrócitos e neurônios hipocampais, durante o processo de 
neuroinflamação induzida por LPS (BOMBEIRO et al., 2016b). Em nossos 
experimentos, observamos que embora alguns motoneurônios expressassem PirB, a 
maior parte da marcação estava concentrada na região da glia, comportando-se, 
inclusive, de modo similar ao GFAP. Visto que PirB controla a motilidade de 






Em todas as análises histológicas por nós realizadas, é interessante notar que 28 
dias após a lesão, animais A/J e C57BL/6 não apresentam quaisquer diferenças 
entre si e equiparam-se aos seus controles basais. Logo, os efeitos da resposta 
desencadeada pela lesão periférica não perduram por muito tempo.  
Para o melhor entendimento do processo regenerativo, a avaliação da marcha 
em animais lesionados é muito importante, principalmente porque nenhum estudo 
avaliou de forma contínua e minimamente espaçada o comportamento da 
recuperação motora e sensoriais em camundongos A/J, comparados aos C57BL/6J.  
Com base em nossos achados, constatamos que não houve diferença entre as 
linhagens ao longo do tempo em relação à recuperação motora. Contudo, é 
importante observar que mesmo sem diferença estatística, os animais C57BL/6J e 
A/J apresentam, na sua dinâmica de recuperação, algumas disparidades. Um 
exemplo disso é observado no 12º dia após a lesão, quando os animais A/J atingem 
70,8% de recuperação no SFI, em contrapartida, os animais C57BL/6J só passam a 
apresentar valores próximos a esse no 21º dia (69,6%), ou seja, nove dias depois.  
No presente estudo, também não observamos diferença significativa entre as 
linhagens ao longo do tempo para intensidade máxima de pressão durante a 
propulsão. Contudo, vale ressaltar que no 18º dia após a lesão, verifica-se uma 
queda na intensidade aplicada pelos animais C57BL/6J, que volta a se repetir no 22º 
dia, porém, em menor proporção.  Curiosamente, uma dinâmica semelhante é vista 
nos animais A/J, porém, essas quedas são antecipadas para o 15º e 19º dia.  
Como forma de se avaliar uma possível dor neuropática, realizamos a análise 
dos dados de intensidade máxima de pressão na fase de apoio (VRINTEN; 
HAMERS, 2003) e não encontramos diferença entre as linhagens. Porém, foi 
possível notar que os animais C57BL/6J não apresentaram melhora significativa até 
o 13º dia, diferente da linhagem A/J que, no 12º dia apresentou valores próximos 
aos encontrados em condições basais. Isso corrobora os dados que demonstram 
que os animais C57BL/6J apresentam menor capacidade regenerativa periférica 
(EMIRANDETTI et al., 2006). Entretanto, tal melhora antecipada não foi constatada 
na análise do limiar nociceptivo (teste de Von Frey), uma vez que os animais de 
ambas as linhagens apresentaram um padrão parecido, com exceção do dia 21, 
quando os animais A/J se apresentaram hiperálgicos. Os mecanismos que causam 







Com base em nossos achados, observamos que camundongos A/J e C57BL/6J 
apresentam um padrão de resposta semelhante no que diz respeito à expressão de 
MHC-I, a qual é proporcional à retração sináptica e à reatividade microglial, 
corroborando o papel dessa molécula na plasticidade sinápica. Quanto à expressão 
de PirB, essa se mostrou majoritariamente ligada à contenção da reatividade 
astroglial nas duas linhagens, possivelmente por diminuição da motilidade celular, 
embora não descartemos a possibilidade de que esteja relacionada à estabilização 
dos circuitos neuronais. Além disso, observaram-se diferenças comportamentais 
sutis entre as linhagens estudadas, atribuídas a mecanismos intrínsecos 
desencadeados durante os processos de degeneração e regeneração. Nossos 
resultados, portanto, contribuem para o entendimento da variada resposta 
regenerativa após axotomia, em parte dependente de características individuais, 
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